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Zusammenfassung 
Die Alkylierung kleiner Synthesebausteine mit unterschiedlich funktionalisierten 
Resten gehört zu den wichtigsten Reaktionen der organischen Synthese industriell 
wichtiger Substanzen wie zum Beispiel Pharmazeutika oder Aromastoffe. Die größte 
Herausforderung ist dabei die chemo-, enantio- und regioselektive Modifikation von 
multifunktionalisierten Strukturen. In der vorliegenden Arbeit wurde das Katalyse-
potential der O-Methyltransferasen PFOMT aus Mesembryanthemum crystallinum, 
BcOMT2 aus Bacillus cereus und IEMT aus Clarkia breweri untersucht. Mit diesen 
sollten synthetisch wichtige Kernstrukturen regioselektiv an einzelnen Hydroxy-
gruppen methyliert bzw. durch den Einsatz von Kofaktor-Analoga mit längeren 
Alkylresten für eine Folgechemie funktionalisiert werden. 
Aktivitätsmessungen mittels eines substratunabhängigen HPLC-Screeningassays mit 
Benzyl-, Catechol-, Pyridin-, Naphthol-, Chinolin-, Coumarin-, Flavonoid- und Benzo-
phenon-Derivaten zeigten, dass alle drei Enzyme Substrate methylieren, die ein 
vicinales, dihydroxyliertes Motiv an einem aromatischen Ringsystem besitzen. 
PFOMT konnte die Substrate dabei am effektivsten umsetzen und toleriert auch 
zusätzliche Funktionalisierungen am Ringsystem wie z.B. Halogenierungen, Hetero-
zyklen oder Nitro- bzw. Aminogruppen. IEMT war zudem in der Lage auch Substrate 
zu methylieren, bei denen die Hydroxygruppen nicht unmittelbar nebeneinander 
positioniert sind, wenn auch mit stark verringerter Aktivität. Die anschließende 
Untersuchung der Regioselektivität der drei Methyltransferasen mit ausgesuchten 
Substraten zeigte, dass PFOMT eine strikte meta-Regioselektivität aufweist, während 
BcOMT2 auch zu geringen Anteilen die para-Position methyliert. IEMT hingegen 
methyliert bevorzugt die para-Hydroxygruppe der getesteten Substrate. Mittels einer 
fokussierten Mutantenbibliothek von PFOMT konnten Aminosäuren auf beweglichen 
Loopregionen (Y51 und M199) identifiziert werden, die ausschlaggebend für dessen 
strikte meta-Selektivität sind. Der Vergleich zu Literaturbekannten O-Methyltrans-
ferasen ähnlicher Struktur, jedoch mit einer para-Selektivität, zeigt, dass sich die 
flexiblen Loops in dieser Enzymklasse stark unterscheiden und damit die Regio-
selektivität beeinflussen. Zusätzlich hat jedoch auch die Struktur des Substrates einen 
starken Einfluss auf dessen Positionierung im aktiven Zentrum und folglich auf die 
Regioselektivität.  
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Durch den Einsatz von Methionin-Analoga und literaturbekannten Varianten der 
humanen Methionin Adenosyltransferase hMAT2A war es möglich mit denselben Me-
thyltransferasen Ethyl-, Allyl-, Propargyl-, Cyanomethyl-, Ethylazid-, Fluoromethyl- 
und Fluoroethyl-Reste auf das Substrat 3,4-Dihydroxyacetophenon zu übertragen. 
Die Aktivität ist, mit Ausnahme des Allyl- und Ethyl-Analoga, jedoch deutlich geringer 
als mit dem natürlichen Kofaktor SAM. Durch eine Vergrößerung der aktiven Tasche 
von PFOMT im Bereich des zu übertragenden Alkylrestes durch rationales 
Enzymdesign (bump-hole Strategie) konnte für einzelne Analoga die Aktivität um das 
bis zu Dreifache erhöht werden. 
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Abstract   
The alkylation of small building blocks with differently functionalized residues counts 
to the most important reactions in organic synthesis of industrially important 
Substances like pharmaceuticals or aroma compounds. Thereby the biggest challenge 
is the chemo-, enantio- and regioselective modification of multi-functionalized 
structures. In the present study the catalytic potential of the O-methyltransferases 
PFOMT from Mesembryanthemum crystallinum, BcOMT2 from Bacillus cereus and 
IEMT from Clarkia breweri was investigated. With these the regioselective 
methylation at specific hydroxyl groups and the functionalization of synthetically 
important core structures by the use of cofactor analogues with extended alkyl chains, 
which could be used for a follow up chemistry, should be attained.  
Activity screening with benzyl-, catechol-, pyridine-, naphthol-, quinoline-, coumarin-
, flavonoid- and benzophenone-derivatives, using a substrate independent HPLC 
assay, showed that all three enzymes methylate substrates which harbor a vicinal 
dihydroxylated motif at an aromatic ring system. PFOMT converted the substrates 
most effectively and was also able to tolerate additional functionalization at the ring 
system like halogenation, heterocycles or nitro- and amino-groups, respectively. 
IEMT also methylated substrates which didn’t show a vicinal dihydroxylated motif, 
although with reduced activity. The following investigation of the regioselectivity of 
the three methyltransferases with selected substrates showed that PFOMT has a strict 
meta-regioselectivity while BcOMT2 also showed para-methylation to a small extend. 
On the contrary, IEMT methylates the para-hydroxyl groups of the tested substrates. 
By means of a focused mutant library of PFOMT, amino acids, located on flexible loop 
regions (Y51 and M199), which are decisive for the strict meta-selectivity, could be 
identified. The comparison to O-methyltransferases from literature with similar 
structure, but with para-selectivity, showed that these flexible loops vary a lot 
throughout this enzyme class and thereby influence the regioselectivity. In addition, 
the structure of the substrate has a strong effect on its positioning in the active site 
and therefore on regioselectivity. 
By the usage of methionine analogues and literature known variants of human 
methionine adenosyltransferase hMAT2A it was possible to transfer ethyl-, allyl-, 
propargyl-, cyanomethyl-, ethylazide-, fluoromethyl- and fluoroethyl-residues to the 
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substrate 3,4-dihydroxyacetophenone. Except for the allyl- and ethyl-analogue, the 
activity was considerably lower compared to the natural cofactor SAM. The expansion 
of the active pocket of PFOMT by rational enzyme design (“bump-hole” strategy), in 
proximity to the alkyl residue which was meant to be transferred, led to up to three-
fold higher activities towards the analogues.  
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1 Einleitung 
1.1 Methyltransferasen in der Biochemie 
Durch die intensiven Bemühungen der vergangenen Jahre industrielle chemische 
Prozesse in Bezug auf Kosten, Qualität, Sicherheit, Gesundheits- und Umwelt-
anforderungen zu verbessern, ist die Forschung über enzymkatalysierte Biotrans-
formationen heute stärker denn je.[1] Die chemische Industrie ist bereits seit über 200 
Jahren auch ohne Biokatalysatoren in der Lage effizient den Großteil aller wichtigen 
Verbindungen herzustellen. Dies macht die Forschung an biokatalytischen Prozessen 
und das Hervorheben der Vorteile gegenüber der chemischen Synthese, zu denen 
sowohl die Chemo-, Regio- und Stereoselektivität als auch die Durchführung bei 
milden Bedingungen gehören, noch wichtiger.[2] Zu den bereits seit längerer Zeit in 
großtechnischen Verfahren etablierten Enzymen gehören vor allem die Hydrolasen 
und Oxidoreduktasen. Daneben spielt der Großteil der Transferasen noch eine eher 
untergeordnete Rolle.[3] Der Hauptgrund für eine derartige Verteilung ist neben einer 
begrenzten Stabilität der meisten Enzyme gegenüber Temperatur, pH-Wert und 
Lösungsmitteln vor allem die eingeschränkte Substratspezifität oder aber auch ein 
fehlendes oder ineffizientes Kofaktorregenerationssystem wie zum Beispiel beim S-
Adenosyl-L-methionin (SAM).[2] Mit der Erforschung neuer Techniken zur gerichteten 
Evolution und zum rationalen Design von Enzymen ist es mittlerweile möglich Bio-
katalysatoren auf spezielle Bedingungen anzupassen oder deren Substratspektrum 
zu erweitern und somit bisher kaum verwendete Enzymklassen wie die Me-
thyltransferasen (MTs), welche die Übertragung einer Methylgruppe auf O-, N-, C-, S-, 
Se- und As-Nukleophile katalysieren, in ein neues Licht zu rücken.[4,5]  
Methylierungen bzw. Alkylierungen werden in der chemischen Synthese z.B. mittels 
Friedel-Crafts-Alkylierung, Willamsonscher-Ethersynthese, mit Alkylhalogeniden 
oder unter Verwendung von metallorganischen Verbindungen wie Methyllithium 
oder Grignardreagenzien durchgeführt.[6] Häufig laufen diese Reaktionen nicht 
selektiv ab, was den aufwendigen Einsatz von Schutzgruppen erfordert. Zudem 
müssen die Reaktionen in den meisten Fällen unter harschen Bedingungen 
durchgeführt werden. Eine Temperatur von unter 0 oder über 80°C und die Zugabe 
hygroskopischer Mittel, z.B. Schwefelsäure, sind dabei meist von Nöten.[6] Diese 
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unphysiologischen Bedingungen umgeht die Natur geschickt durch den Einsatz von 
regio- und enantioselektiven Enzymen, den Methyltransferasen, und dem Kofaktor 
S-Adenosyl-L-methionin, welcher quasi das biologische Äquivalent des Methyl-
halogenids ist. In der Natur ist der Transfer von Methylgruppen auf spezielle DNA-
Abschnitte, auf bestimmte Aminosäurereste von Proteinen oder auf kleine Moleküle 
eine häufig zu beobachtende Modifikation. Dies ermöglicht eine einzigartige 
strukturelle Diversität von Metaboliten, die aus Substitutionsreaktionen von 
substrat- und positionsspezifischen Methyltransferasen resultieren.[7] Während DNA- 
und Protein-Methyltransferasen hauptsächlich für die epigenetische Regulation 
verantwortlich sind, sind Methyltransferasen kleinerer Substrate in allen Zweigen des 
primären und sekundären Metabolismus bei der Biosynthese und Modifikation 
bioaktiver Substanzen zu finden.[8] Dazu zählen z.B. Membrankomponenten,[9] 
Kofaktoren,[10] prosthetische Gruppen,[11] Pigmente,[12,13] Signal-[14,15] und Abwehr-
stoffe.[16–18]. 
Einige dieser natürlichen Produkte sind auch für die chemische Industrie und 
Pharmazie von großer Bedeutung. In Abbildung 1 sind Substanzen aufgeführt, die erst 
aufgrund einer oder mehrerer O-Methylierungen ihre spezifische Funktion erhalten. 
Rebeccamycin ist ein Anti-Krebs-Medikament, welches im letzten Schritt seiner 
Biosynthese methyliert wird.[19] Im Gegensatz dazu wird das Anti-Krebs-Mittel 
Clarithromycin durch die synthetische Methylierung einer Hydroxylgruppe am 
Makrolid-Ringsystem dargestellt.[20] Das Flavonoid Ermanin, welches eine 
entzündungshemmende und antivirale Wirkung aufweist, kann durch selektive 
Methylierung zweier Hydroxylgruppen des inaktiven Vorläufers Kaempferol bio-
synthetisch hergestellt werden.[21] Neben pharmazeutisch wichtigen Substanzen gibt 
es auch andere, meist phenol- oder catecholartige Verbindungen, die z.B. als Aro-
mastoffe verwendet und großtechnisch hergestellt werden. Der wohl bekannteste 
Vertreter dieser Naturstoffe ist Vanillin, dessen Produktionskapazität ca. 20000 t∙a-1 
beträgt.[22]  
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Abbildung 1: Beispiele wichtiger, O-methylierter Verbindungen. 
 
1.2 Struktur der Methyltransferasen – Klassifizierung, Faltung und 
Topologie 
Die erste Struktur einer Methyltransferase (M.HhaI) wurde 1993 von Cheng et al. auf-
geklärt.[23] Dieses Enzym methyliert selektiv die C5-Position von Cytosin in 
bestimmten DNA-Abschnitten. Mittlerweile sind in der Proteindatenbank (PDB) über 
1200 Strukturen eingetragen.[24] Da viele dieser Methyltransferasen eine sehr 
ähnliche Struktur aufweisen, ist es möglich diese bestimmten Klassen zuzuordnen. 
Fünf dieser Klassen sind bis heute bekannt (Klasse I-V).[25] Klasse I beherbergt den 
Großteil aller bekannten Methyltransferasen, die kleine Substrate wie z.B. Alkaloide, 
Phenole usw. methylieren. Da nur Methyltransferasen dieser Klasse in der 
vorliegenden Arbeit verwendet werden, wird deren Struktur hier genauer betrachtet.  
Klasse I Methyltransferasen unterscheiden sich in ihrer Länge von ca. 200-500 
Aminosäuren und ihrem Gewicht von ca. 25-55 kDa.[8] Obwohl ihre Sequenzgleichheit 
bei zum Teil nur 10 % liegt, sind sie sich strukturell sehr ähnlich. Sie besitzen eine 
konservierte Rossmann-ähnliche Faltung wie sie in Abbildung 2 vereinfacht 
dargestellt ist. Diese besteht aus alternierenden β-Strängen (β1- β7) und α-Helices 
(αZ und αA-αE). SAM wird im Bereich des N-Terminus mit Hilfe von 
Aminosäureresten, die Teile der Loops zwischen den β-Strängen 1, 2 und 3 sind, ge-
bunden. Obwohl hierbei das SAM immer in derselben Region gebunden wird, 
unterscheiden sich die dafür verwendeten Aminosäuren zum Teil sehr stark. 
Lediglich ein Glycin-reiches Motiv (E/DxGxGxG) zwischen β1 und αA und ein azider 
Loop zwischen β2 und αB sind hoch konserviert. Ersteres wird als Motiv I 
beschrieben und interagiert mit dem Aminosäureteil von SAM. Letzteres wird als 
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Motiv II bezeichnet und wechselwirkt mit den Hydroxygruppen des Ribose-Zuckers, 
der Teil des SAM-Moleküls ist.[26] Ein weiterer, teils azider, und als Motiv III 
definierter Loop ist zwischen β3 und αC lokalisiert und ebenfalls an der Bindung zu 
SAM beteiligt.[27] Die Substratbindungsdomäne befindet sich im Bereich des C-
Terminus. Es ist wenig verwunderlich, dass sich aufgrund der Substratvielfalt von 
Methyltransferasen dieser Bereich stark von Enzym zu Enzym unterscheidet. Vor 
allem die Loop-Regionen zwischen β5 und αE und zwischen β6 und β7 variieren sehr 
stark. Neben einer Wechselwirkung mit dem Substrat durch Hineinreichen in das 
aktive Zentrum, können diese Loops auch eine Art bewegliche Abdeckung, auch „Lid“ 
genannt, auf dem aktiven Zentrum bilden. Auch im Bereich des C-Terminus gibt es 
konservierte Motive, die unterschiedlich stark zur Substratspezifität beitragen. 
Kurioserweise werden Erweiterungen am C-Terminus nur bei Methyltransferasen 
größerer Substrate wie z.B. Protein-MTs oder Nukleinsäure-MTs beobachtet. Dies 
wird auf spezielle Funktionen dieser zusätzlichen Reste für die Bindung größerer und 
komplexerer Substrate zurückgeführt.[28] Viele Methyltransferasen kleiner Substrate 
haben Erweiterungen am N-Terminus, die sowohl mit der Substratspezifität als auch 
mit der Topologie des Enzyms in Verbindung gebracht werden.[28] Dazu zählt z.B. auch 
die Bildung eines Homodimers[29] und in einzelnen Fällen auch eines Tetramers.[30] 
Daneben können Methyltransferasen aber auch als Monomer vorliegen.[31]  
 
 
Abbildung 2: Topologie der konservierten Rossmann-Faltung von SAM-basierenden Methyltrans-
ferasen der Klasse I mit angedeuteter SAM- und Substrat-bindender Region. α-Helices sind als gelbe 
Zylinder und β-Stränge als rote Pfeile dargestellt (αC in grau, da nicht immer konserviert).[28] 
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1.3 Mechanismus der biokatalytischen Methylierung 
Die klassische enzymkatalysierte Methylierung verläuft über eine SN2-ähnliche 
nukleophile Substitution (Schema 1). Als Kofaktor und Methylgruppenlieferant dient 
hierbei S-Adenosyl-L-methionin (SAM). Die Methylgruppe ist an Schwefel gebunden, 
welcher eine positive Partialladung besitzt. Durch diese Ladungsverteilung erhält die 
Methylgruppe einen elektrophilen Charakter und kann leicht von einem Nukleophil 
angegriffen werden. Über einen konzertierten Übergangszustand wird so die 
Methylgruppe auf das Nukleophil übertragen, so dass als neutrale Abgangsgruppe S-
Adenosyl-L-homocystein (SAH) zurück bleibt.[32]  
 
 
Schema 1: SN2-Mechanismus der Methyltransferasen-katalysierten Methylierung.[7]  
 
Um diesen aus der organischen Chemie weit verbreiteten Mechanismus effektiv und 
selektiv zu gestalten, bedient sich die Natur einiger Besonderheiten, die im Folgenden 
kurz erläutert werden. Mit Hilfe eines spezifisch geformten aktiven Zentrums wird 
sichergestellt, dass sich die zu abstrahierende Methylgruppe in unmittelbarer Nähe 
des Akzeptormoleküls befindet. Der Abstand zwischen Sulfoniumgruppe und 
Akzeptor beträgt dabei ca. 4 Å. Zudem muss der Akzeptor das chemisch reaktivste 
Nukleophil in der Umgebung der elektronenarmen Methylgruppe sein. Um diese 
reaktive Dominanz der Akzeptorgruppe zu erreichen, haben Methyltransferasen drei 
unterschiedliche Mechanismen entwickelt die Methylierung entsprechend zu kataly-
sieren. In Abbildung 3 sind die Mechanismen anhand von Beispielen veranschaulicht. 
In A ist die O-Methylierung eines Anthracyclin-Gerüsts mit der Methyltransferase 
DnrK aus Streptomyces peucetius abgebildet. Dieser Katalysemechanismus benötigt 
keinen direkten Einfluss eines weiteren Reaktionspartners und basiert lediglich auf 
der entsprechend kurzen Entfernung der zu methylierenden Hydroxylgruppe und 
einer Desolvatisierung des aktiven Zentrums.[29] In B ist die basenabhängige 
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N-Methylierung von Phosphoethanolamin mit PfPEANMT aus Plasmodium falciparum 
abgebildet. Histidin und Tyrosin fungieren hier im Zusammenspiel als Base, was zur 
Deprotonierung des Substrats führt und dieses somit für den nukleophilen Angriff an 
der Methylgruppe des SAM aktiviert.[9] C hingegen veranschaulicht die metall-
abhängige O-Methylierung von 5-Hydroxyferuloyl-CoA mit CCoAOMT aus 
Mesembryanthemum crystallinum. Das bivalente Calcium-Kation erniedrigt den 
pKa-Wert der entsprechenden Hydroxygruppe was wiederum zur erleichterten Ab-
spaltung eines Protons und folglich zur Erzeugung eines nukleophilen Phenolat-
Anions führt.[33] Um solch spezifische Mechanismen zu ermöglichen ist ein perfektes 
Zusammenspiel aller Untereinheiten des Enzymkomplexes nötig.  
 
Abbildung 3: Mechanismen der Akzeptoraktivierung bei der Methylierung mit SAM (gelb). (A) Nähe 
und Desolvatisierung: Anthracyclin (violett)-Methylierung mit DnrK aus Streptomyces peucetius;[29] 
(B) Säure-Base-Katalyse: Phosphoethanolamin (violett)-Methylierung mit PfPEANMT aus 
Plasmodium falciparum;[9] (C) Metall-Ionen abhängige Katalyse: Methylierung phenolischer 
Hydroxylgruppen (violett) mit CCoAOMT aus Mesembryanthemum crystallinum.[33] 
 
1.4 Bestimmung der Methyltransferasenaktivität 
Der in der Vergangenheit am meisten verwendete Assay zur Messung der 
Methyltransferasenaktivität beruht auf der Verwendung eines SAM-Analogon, dessen 
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Methylgruppe 3H- oder 14C-Isotope enthält.[34,35] Nach der Transmethylierung wird 
das Produkt extrahiert und mittels eines Szintillationszählers ausgewertet. Auch 
Kinetik-Messungen sind mit diesem Assay möglich. Da diese Methode aufwendig, 
kostenintensiv und wenig geeignet für ein Hochdurchsatz-Screening ist, haben 
Forscher innerhalb der letzten Jahre versucht Alternativen zu entwickeln. Hendricks 
et al. entwickelten einen Enzym-gekoppelten, kolorimetrischen Assay.[36] Als Modell-
reaktion wurde die Methylierung von Salizylsäure mit Salizylsäure Methyltransferase 
(SAMT) aus Clarkia breweri verwendet. In Schema 2 sind die einzelnen Reaktions-
schritte abgebildet. Das SAH wird mit einer rekombinanten Nukleosidase (SAHN) zu 
Adenin und S-Ribosylhomocystein hydrolysiert. Danach wird dieses mit LuxS (S-
Ribosylhomocysteinase) zu Homocystein und dem entsprechenden Zucker gespalten. 
Unter Verwendung von Ellman’s Reagenz[37] (DTNB Dithionitrobenzoesäure) wird 
dann das Thiol Homocystein indirekt kolorimetrisch bei der Wellenlänge λ = 412 nm 
quantifiziert. Ein Vorteil dieser Methode ist, dass SAH aus dem Reaktionsmilieu 
entfernt wird, da dieses ein Inhibitor für die Methylierung mit Methyltransferasen ist. 
Allerdings ist die untere Nachweisgrenze bei diesem Assay mit 5 µM relativ hoch. 
Wang et al. konnten diese Methode aufgreifen und durch den Einsatz eines Flu-
orophors die Nachweisgrenze auf ca. 1 µM herabsetzen.[38] Das SAH wird im 
Gegensatz zur Methode von Hendricks et al. direkt mittels SAH-Hydrolase (SAHH) in 
Homocystein und Adenosin gespalten. Palmer et al. konnten dies ebenfalls, allerdings 
mit dem Fluorophor ThioGlo1, für einen effektiven Assay umsetzen.[39] Der Nachteil 
hier sind die relativ teuren Fluorophore. Einen ähnlichen Ansatz verfolgten auch 
Dorgan et al. bei der Bestimmung der Aktivität von Protein Methyltransferasen, 
jedoch wird hierbei das Adenin (aus der Spaltung von SAH mit SAHN) zur Detektion 
der Aktivität verwendet.[40] Adenin wird mit Adenin-Deaminase zu Hypoxanthin 
umgewandelt und dessen Absorption bei λ = 265 nm gemessen. 
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Schema 2: Reaktionsverlauf des Enzym-gekoppelten, kolorimetrischen Assays am Beispiel der 
Methylierung von Salizylsäure mit SAMT.[36]  
 
Eine weitere Methode zur Bestimmung der Methyltransferasenaktivität ist der 
Nachweis des gebildeten SAH mittels Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 
(HPLC).[41–44] Dieser Assay ist unabhängig von Reagenzien oder Enzymen, die bei den 
kolorimetrischen Assays zu einem hohen Hintergrund führen können. In Verbindung 
mit einem nachgeschalteten Massenspektrometer können zudem sogar Konzen-
trationen im nanomolaren Bereich detektiert werden.  
1.5 O-Methyltransferasen 
Betrachtete man alle Lebensformen, sind O-Methyltransferasen (OMTs) mit über 
50 % die häufigsten Methyltransferasen für kleinere Moleküle. Diese Unterfamilie ist 
vor allem in Pflanzen und Bakterien vertreten und entwickelte hier im Laufe der 
Evolution eine enorme genetische und funktionelle Diversität. Im Gegensatz dazu 
findet man zum Beispiel im menschlichen Organismus nur zwei O-Methyltransferasen 
(Catechol-OMT und N-Acetylserotonin OMT).[8] Die Methylierung von Hydroxy-
gruppen kann zu einer Veränderung der Bioaktivität und Bioverfügbarkeit der 
entsprechenden Verbindungen führen, wobei letzterer Effekt auf eine veränderte 
Löslichkeit der methylierten Verbindung und eine erhöhte Hydrophobizität 
zurückzuführen ist.[45] Die mit am besten untersuchten Enzyme dieser Unterfamilie 
sind solche, die die Methylierung von phenolischen Hydroxygruppen katalysieren. Zu 
diesen zählen die Flavonoid- und Phenylpropanoid OMTs (gehören zu den 
CCoAOMTs), die hauptsächlich in Pflanzen und Bakterien zu finden sind und 
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vorrangig für die Synthese von Lignin-Vorstufen und Signal- und Abwehrstoffen 
verantwortlich sind.[46–48] Diese sind strukturell sehr ähnlich zu den im Menschen, 
Tieren und Pilzen auftretenden OMTs catecholischer Substrate (COMTs), die 
hauptsächlich der Inaktivierung von Neurotransmittern wie z.B. Dopamin dienen.[49–
52] Meist unterscheiden sich diese Methyltransferasen nur durch ihre Topologie in 
Bezug auf bestimmte Loop-Regionen (siehe dazu auch 1.2) oder deren 
Tertiärstruktur. Man hat daher die COMT- und CCoAOMT-ähnlichen Methyltrans-
ferasen in zwei weitere Unterklassen unterteilt. Klasse I sind Metall-abhängige 
Enzyme mit einem Molekulargewicht von ca. 23-27 kDa, während Klasse II Enzyme 
Metall-unabhängig sind und ein Molekulargewicht von ca. 39-42 kDa besitzen.[53,54] 
Untersuchungen von Brandt et al. zum Mechanismus der Klasse I OMTs, anhand der 
Kristallstruktur von PFOMT aus Mesembryanthemum crystallinum, zeigten, dass 
zusätzlich zur Aktivierung der Hydroxygruppe durch die Koordination eines 
divalenten Metallions (z.B. Mg2+ oder Ca2+) eine katalytische Triade für die 
Methylierung verwendet wird (Schema 3).[55] Die Triade besteht aus einem Lysin, 
einem Asparagin und einem Aspartat. Durch einen Protonentransfer wird das Lysin 
aktiviert und kann so effizient ein Proton der Hydroxygruppe am Substrat 
abstrahieren. Das entstandene negativ geladene Phenolat-Ion ist nun in der Lage als 
starkes Nukleophil die elektrophile Methylgruppe des Kofaktors SAM anzugreifen, 
wodurch dieser die Methylgruppe in einem SN2-Mechanismus auf das Substrat 
übertragen kann. Bei den Klasse II OMTs fungiert meist ein Histidin-Rest in 
unmittelbarer Nähe zur Hydroxygruppe als Base zum Abstrahieren des Protons und 
damit zur Katalyse der Methylierung.[56]  
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Schema 3: Mechanismus der meta-Methylierung von Eriodictyol mit PFOMT mit Hilfe der 
katalytischen Triade, bestehend aus K157, N181 und D228.[55]  
 
Welche Hydroxygruppe am oft multifunktionalisierten Substrat methyliert wird, ist 
hingegen sehr unterschiedlich und folgt in den meisten Fällen nicht einer strikten 
Regioselektivität, sondern ist abhängig von vielen Faktoren.[57,58] Da die Regio-
selektivität Thema der vorliegenden Arbeit ist, werden die bisher bekannten 
Faktoren, die Einfluss hierauf haben, im Folgenden näher betrachtet. 
1.5.1 Regioselektivität von COMT- und CCoAOMT-ähnlichen Methyltransfera-
sen 
Eines der am besten untersuchten Enzyme der tierischen COMTs ist die die RnCOMT 
aus der Rattenleber. In mehreren Studien wurde hier die Regioselektivität mit 
unterschiedlichen Substraten getestet und mittels rationalem Design versucht 
Aminosäuren zu identifizieren, die Einfluss hierauf haben.[31,50,57–59] Dabei konnte 
gezeigt werden, dass RnCOMT die meisten Substrate vorzugsweise in meta-Position 
methyliert. Jedoch handelt es sich hierbei nicht um eine strikte Regioselektivität, da 
bei allen Substraten zu einem gewissen Anteil auch die para-Position methyliert wird. 
Dies ist zurückzuführen auf die Seitenkette am Substrat, welche zum einen hydrophob 
bzw. neutral sein kann, was zu einer Ausrichtung des Substrates für eine para-
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Methylierung führt, oder aber auch hydrophil bzw. ionisierbar, wodurch die 
Ausrichtung für eine meta-Methylierung bevorzugt wird (Abbildung 4). Mutationen 
der Aminosäure Tryptophan im Bereich der hydrophoben Tasche gegen 
koordinierende Aminosäuren (W38K und W38R) führten zu einer erhöhten para-
Methylierung mit Substraten, die eine Carboxy-Funktionalisierung an der Seitenkette 
besitzen (3,4-Dihydroxybenzoesäure und Dihydrokaffeesäure) und mit den neu 
eingeführten Aminosäuren eine Koordination im aktiven Zentrum eingehen können. 
Im Gegensatz dazu führten dieselben Mutationen beim Substrat 3,4-Dihydroxy-
benzaldehyd sogar zu einer erhöhten meta-Regioselektivität im Vergleich zum 
Wildtyp. Auch die Mutation der Aminosäure Y200 zu Lysin, welche ebenfalls in der 
hydrophoben Tasche liegt, führte bei den Untersuchungen zu einer veränderten 
Regioselektivität, jedoch diesmal bei allen Substraten mit einer erhöhten meta-
Selektivität. In diesem Fall dreht sich eine in der Nähe von Y200L befindliche, an die 
Hydroxygruppe des Substrates koordinierende, Aminosäure (E199) aus dem aktiven 
Zentrum und verhindert damit die Bindung des Substrates in der para-
methylierenden Konformation.[58] Zudem wurde auch festgestellt, dass RnCOMT in 
vitro sowohl als Monomer (womöglich aufgrund mangelnder Dimerisierung, 
zurückzuführen auf die Expression mit His6-Tag) als auch als Dimer vorliegen kann 
und die monomere Form weniger regioselektiv ist als die wohl in vivo auftretende 
dimere Form, die hauptsächlich meta-selektiv ist. Ein einfacher „Schalter“ für eine 
meta- oder para-Selektivität konnte daher in diesem Fall nicht identifiziert werden. 
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Abbildung 4: Koordinationsmöglichkeit von funktionalisierten Catechol-ähnlichen Substraten in der 
aktiven Tasche von RnCOMT. Die Seitenkette Rp bevorzugt die Koordination, die zur para-
Methylierung führt und Rm die Koordination, die zu einer meta-Methylierung führt. 
 
In Pflanzen findet man COMT-ähnliche Methyltransferasen, die zum Teil eine sehr 
strikte Regioselektivität aufweisen. Dies ist im Besonderen der Fall für die 
Kaffeesäure-/5-Hydroxy-Ferulasäure Koenzym A Ester OMTs (CCoAOMTs), welche 
ausschließliche die meta-Hydroxygruppe ihrer natürlichen Substrate methylieren, 
was darauf beruht, dass die Produkte als Lignin-Vorstufen dienen und eine para-
Methylierung hierbei die Radikalbildung in para-Position verhindern würde, was 
wiederum die Vernetzung der Phenylpropanoide zum Lignin beeinträchtigt.[33,46,53,60] 
Diese sehr strikte Selektivität der pflanzlichen gegenüber der tierischen COMT wird 
auf Unterschiede in Loopregionen im N-terminalen Bereich zurückgeführt.[33,61] 
Spezielle Aminosäuren oder ein einheitliches Schema ist hier jedoch bisher nicht 
gefunden worden. Viele CCoAOMT-ähnliche Methyltransferasen sind auch in der Lage 
Flavonoide zu methylieren. Mit diesen Substraten zeigt sich allerdings, dass die 
Regioselektivität weniger strikt ist und stark abhängt von der Struktur des zu 
methylierenden Flavonoids, welche auf Grund ihrer Mehrfachheterozyklen sehr 
unterschiedliche elektronische Eigenschaften aufweisen.[62] Doch es gibt auch 
pflanzliche OMTs, die eine para-Regioselektivität zeigen. Dies sind zum Beispiel 
NpN4OMT1 aus Narcissus sp. aff. pseudonarcissus, welche die 4‘-Hydroxygruppe von 
Norbelladin methyliert und IEMT aus Clarkia breweri, die die para-Position von (Iso-
)Eugenol methyliert.[63–65]  
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COMT-ähnliche Methyltransferasen findet man ebenfalls in Bakterien. Die Substrate 
sind Metaboliten für Antibiotika oder Flavonoide, die je nach physiologischer 
Funktion entsprechend methyliert werden.[54,66–69] Aber auch Catechol-ähnliche 
Substrate wie zum Beispiel Vorstufen für Neurotransmitter (L-Dopa) oder Lignin 
(Kaffeesäure) werden von diesen methyliert.[57,70,71] Die Regioselektivität ist erneut 
sehr substratspezifisch und meist nicht strikt auf eine Position festgelegt. Aber auch 
hier gibt es Ausnahmen. So zeigt zum Beispiel SynOMT aus Synechocystis sp. strain 
PCC 6803 slr0095 eine sehr strikte para-Regioselektivität für das Substrat 3,4,5-
Trihydroxyzimtsäure.[71] Auch in diesem Fall wird vermutet, dass Aminosäuren auf 
Loopregionen im N-terminalen Bereich für die ungewöhnliche Regioselektivität 
verantwortlich sind. Zum selben Schluss kommen auch Siegrist et al., die die 
Kristallstruktur von MxSafC aus Myxococcus xanthus und dessen Regioselektivität mit 
Catechol-ähnlichen Substraten aufklärten.[57] Auch diese Methyltransferase zeigt für 
manche Substrate, wie zum Beispiel Dopamin, eine starke Favorisierung der para-
Position. Die Autoren stellen, zusätzlich zum Einfluss der Strukturmotive des 
Proteingerüsts (Loopregionen im N-terminalen Bereich), fest, dass auch die 
Reaktionsbedingungen wie zum Beispiel der pH-Wert oder der verwendete Puffer 
eine Rolle für die Regioselektivität spielen können. Welche Aminosäuren oder 
Reaktionsbedingungen jedoch für welche Selektivität verantwortlich sind, konnte 
nicht eindeutig festgelegt werden. Beim Vergleich des Apo-Enzyms mit dessen 
Substrat- und Kofaktor-gebundenen Form konnte gezeigt werden, dass einzelne 
Loopregionen von einer ungeordneten Form in eine geordnete über gehen. Dies steht 
im Einklang mit den Beobachtungen anderer zu CCoAOMT-ähnlichen Methyltrans-
ferasen. Es handelt sich dabei insbesondere um die Loops zwischen den Struktur-
motiven α2-α3, β6-β7 und β5-α9 (Abbildung 5).[54,57,72]  
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Abbildung 5: Konformationsänderung der Loops von RnCOMT bei Bindung des Kofaktors und 
Substrates (Liganden zur besseren Übersicht nicht gezeigt). (6)(Schwarz) zeigt die offene 
Konformation. Gefolgt von (5)(Orange), (10)(Grün), den zwei Konformationen von (11)(a: Magenta 
und b: Cyan) und der geschlossenen Konformation (8)(Blau).[72] 
 
Für die vorliegende Arbeit wurden drei Methyltransferasen aus unterschiedlichen 
Organismen und mit unterschiedlichen Regioselektivitäten ausgewählt, die daher im 
Folgenden detaillierter beschrieben werden.  
1.5.2 PFOMT 
Bei der Phenylpropanoid- und Flavonoid-OMT (PFOMT) handelt es sich um eine Mg2+-
abhängige CCoAOMT-ähnliche Methyltransferase aus den Blättern der Eispflanze 
Mesembryanthemum crystallinum.[73] Sie zählt zu den Klasse I CCoAOMTs, bildet 
Homodimere und hat ein Molekulargewicht von ca. 27 kDa. Im Gegensatz zu vielen 
anderen CCoAOMTs, welche bevorzugt Phenylpropanoide methylieren, akzeptiert 
PFOMT ein sehr breites Spektrum an Substraten, welche ein vicinal dihydroxyliertes 
Motiv aufweisen. Dazu zählen vorrangig Kaffeesäureester und Flavonole (Schema 4). 
Phylogenetische Analysen haben gezeigt, dass PFOMT zu einer neuen Klasse von 
CCoAOMT-ähnlichen Methyltransferasen gehört, welche nur ca. 50-70 % Identität 
(normalerweise 90-95 % unter den CCoAOMTs, die nur Kaffeesäure-CoA-Ester 
methylieren) aufweisen. Dies ist typisch für eine Enzymklasse, die ein breiteres 
Substratspektrum besitzt.[74] In Studien von Vogt et al. hatte sich herausgestellt, dass 
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die native PFOMT ein weniger breites Substratspektrum und andere 
Regioselektivitäten besitzt als die rekombinante PFOMT. Die beiden Proteine 
unterschieden sich im N-Terminus, wobei die native PFOMT elf Aminosäuren weniger 
besitzt (und keinen His6-Tag) als die Rekombinante.[61]  
 
Schema 4: Bevorzugte Substrate (Quercetagetin und Kaffeesäure-CoA-ester) und Regioselektivität 
von PFOMT.  
 
Mit Aufklärung der Kristallstruktur von PFOMT (Abbildung 6) und dessen Vergleich 
zu einer CCoAOMT aus Medicago sativa und RnCOMT konnten weitere Erkenntnisse 
zum Einfluss des N-Terminus und anderen Loopregionen erhalten werden.[31,33,75] 
Das Strukturalignment von PFOMT mit M. sativa CCoAOMT zeigt, dass die Topologie 
der beiden Enzyme sehr ähnlich ist und Unterschiede nur im N-Terminus und in einer 
Loopregion (Insertionsloop zwischen β5 und α8) in der Nähe des N-Terminus zu 
finden sind. Obwohl in der Kristallstruktur von PFOMT und CCoAOMT keine 
Elektronendichte für die wichtigen Aminosäuren am N-Terminus beobachtet werden 
konnte, ist anhand der ersten Aminosäuren ersichtlich, dass sich der N-Terminus im 
Bereich der Substratbindungstelle befindet und daher sehr wahrscheinlich die 
katalytische Aktivität beeinflusst. Auffällig ist zudem die niedrige Sequenzidentität 
von der promiskuitiven PFOMT zu den Kaffeesäure-CoA Ester spezifischen 
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CCoAOMTs im N-Terminus und auch im Insertionsloop, was ebenfalls darauf hin-
deutet, dass in diesen Regionen die unterschiedliche Substratspezifität kodiert ist. 
Interessanterweise besitzt die tierische RnCOMT keinen Insertionsloop zwischen β5 
und α8 und statt dem N-Terminus ragt an selber Stelle ein Loop, der sich zwischen β6 
und β7 befindet, ins aktive Zentrum. Durch den Austausch des Insertionsloops von 
PFOMT mit dem von M. sativa CCoAOMT wurde gezeigt, dass dieser als eine Art 
stützendes Gerüst für den CoA-Rest des Substrates dient und somit für die strikte 
Substratspezifität der CCoAOMTs verantwortlich ist. Die Aktivität mit Flavonoiden 
sank durch den Austausch drastisch. Auch der N-Terminus wurde getauscht, jedoch 
führte dies zu recht unterschiedlichen und generell niedrigen Aktivitäten mit den 
getesteten Flavonoiden und Phenylpropanoiden, weshalb keine klare Aussage zu 
dessen Einfluss auf die Substratspezifität gemacht werden konnte.  
  
 
Abbildung 6: Kristallstruktur von PFOMT. Monomer A ist in Gelb dargestellt (N-Terminus in Blau; 
Insertionsloop in Orange). Die sekundären Strukturelemente sind in Monomer B dargestellt (N-
Terminus in Blau; C-Terminus in Rot). Die aktiven Zentren sind durch das Ca2+ (Grau) und den 
Kofaktor SAH (Cyan) angedeutet.[33] 
 
Neuste Untersuchungen von Wils et al. mit CCoAOMT7 aus Arabidopsis thaliana, 
welche eine ungewöhnliche para-Selektivität für das Flavonoid Eriodictyol besitzt, 
haben gezeigt, dass die Aminosäure G46 (befindet sich gegenüber des 
Insertionsloops) eine wichtige Rolle für dessen Regioselektivität spielt.[62] Mit Hilfe 
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der Kristallstruktur der für dasselbe Substrat meta-selektiven PFOMT wurde ein 
Homologiemodell erstellt und dann eine Mutationsstudie durchgeführt. Bei PFOMT 
befindet sich an selber Position die sterisch anspruchsvolle und hydrophobe 
Aminosäure Tyrosin (Y51). Tatsächlich war es möglich durch den Austausch nur einer 
Aminosäure (G46Y) die para-Selektivität der CCoAOMT zu meta zu verändern. Der 
Grund für dieses Verhalten wird auf den erhöhten Platzbedarf des Tyrosins in der 
aktiven Tasche und die dadurch nicht mehr mögliche Bindung des Substrates für eine 
para-Methylierung zurückgeführt (Abbildung 7). Zusätzlich zu G46 wurden dann 
noch die drei Positionen W193, R194 und I195, welche sich auf dem Insertionsloop 
befinden, zu den bei PFOMT befindlichen Aminosäuren F198, M199 und K200 
mutiert. Dadurch wurde die Regioselektivität noch weiter in Richtung para verändert. 
Der Effekt war hierbei jedoch sehr gering und die Vierfachmutante zeigte nur sehr 
schwache Aktivitäten. Die Beobachtungen konnten allerdings nur bei zwei 
Flavonoiden gemacht werden (andere Flavonoide wie z.B. Luteolin werden schon 
vom Wildtyp nur meta methyliert) und der Versuch PFOMT durch Mutation para-
selektiv zu machen scheiterte daran, dass keine der Varianten löslich exprimiert 
werden konnten. 
 
Abbildung 7: Docking von Eriodictyol in das Homologiemodell von CCoAOMT7. A = G46Y Mutante; 
B = Wildtyp.[62] 
1.5.3 BcOMT2 
Bei BcOMT2 handelt es sich um eine Mg2+-abhängige CCoAOMT-ähnliche 
Methyltransferase aus Bacillus cereus.[54,66] Sie zählt zu den Klasse I CCoAOMTs, bildet 
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Homodimere und hat ein Molekulargewicht von ca. 24 kDa. Im Gegensatz zu pflanz-
lichen CCoAOMTs, welche oft sehr substratspezifisch sind, methylieren die 
bakteriellen CCoAOMT-ähnlichen Enzyme meist ein breites Spektrum an Flavono-
iden.[76] Anzumerken ist in diesem Zusammenhang aber, dass für einen Großteil 
dieser Methyltransferasen das natürliche Substrat im jeweiligen Organismus nicht 
bekannt ist. Für BcOMT2 konnte in vitro ebenfalls die Aktivität mit verschiedenen 
Flavonoiden nachgewiesen werden. Die Substrate müssen dabei ein vicinales 
dihydroxyliertes Motiv. Mit dem Substrat 6,7-Dihydroxyflavon zeigte BcOMT2 die 
höchste Aktivität. Dieses wird mit einem Verhältnis von 7:3 hauptsächlich zu 6-
Methoxy-7-hydroxyflavon und zu geringerem Anteil zu 7-Methoxy-6-hydroxyflavon 
umgesetzt (Schema 5). Es handelt sich also nicht um eine strikte Regioselektivität. 
Phenylpropanoide oder Catechol-ähnliche Substrate wurden bisher nicht getestet.  
 
 
 
Schema 5: Bevorzugtes Substrat von BcOMT2 und mögliche Methylierungsprodukte. 
 
Mit Aufklärung der Kristallstruktur (Abbildung 8) und dessen Vergleich mit RnCOMT, 
M. sativa CCoAOMT und PFOMT konnten detailliertere Aussagen zum Mechanismus 
der Transmethylierung von BcOMT2 getroffen werden.[54] Es stellte sich heraus, dass 
BcOMT2 bei der Bindung des Kofaktors eine Konformationsänderung eingeht. Im 
Apo-Enzym ist eine Region zwischen β5 und α9, die aus den Aminosäuren 171-186 
besteht (entspricht dem Insertionsloop anderer CCoAOMT-ähnlicher Enzyme), 
ungeordnet und diese ordnet sich bei Bindung des Kofaktors. Gleichzeitig erfolgt eine 
Konformationsänderung der Aminosäuren 35-41 zwischen α2 und α3 (Gegenüber-
liegend zum Insertionsloop). Die Autoren postulieren, dass BcOMT2 und wahr-
scheinlich auch andere CCoAOMT-ähnliche Enzyme, einen sequenziellen Mechanis-
mus durchlaufen, bei dem zunächst der Kofaktor gebunden wird und durch das 
Ordnen der sekundären Strukturmotive zum einen die Dimerisierung stabilisiert und 
zum anderen die aktive Tasche geformt wird. Im zweiten Schritt wird dann das 
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Substrat in die vorgeformte aktive Tasche gebunden und methyliert. Da sich der 
Insertionsloop der pflanzlichen und bakteriellen Enzyme stark unterscheidet und 
dieser die aktive Tasche formt, liegt hier höchstwahrscheinlich die strukturelle 
Grundlage für die unterschiedlichen Substrat- und Regiospezifitäten von pflanzlichen 
und bakteriellen CCoAOMT-ähnlichen Methyltransferasen. Der Einfluss der N-
terminalen Aminosäurereste bei den pflanzlichen Enzymen kann bei den bakteriellen 
jedoch ausgeschlossen werden, da sie, ebenso wie die tierischen, keine zusätzlichen 
N-terminalen Aminosäuren aufweisen. Der Mechanismus mittels der in 1.5 
beschriebenen katalytische Triade für metallabhängige CCoAOMT-ähnliche Methyl-
transferasen konnte auch bei BcOMT2 nachgewiesen werden. Interessanterweise 
befindet sich in der Nähe der zu methylierenden Hydroxygruppen auch ein Histidin. 
Da eine azide Aminosäure in dessen Nähe jedoch fehlt, ist davon auszugehen, dass 
hier keine zusätzliche Aktivierung der Hydroxygruppe erfolgt. Bei den bisherigen 
Untersuchungen konnten jedoch keine einzelnen Aminosäuren identifiziert werden, 
die eventuell ausschlaggebend sind für eine regioselektive Methylierung. 
 
 
Abbildung 8: Kristallstruktur von BcOMT2. Die beiden Monomere sind in unterschiedlichen Farben 
(Violett und Grün) dargestellt. Die sekundären Strukturmerkmale sind im violetten Monomer 
gekennzeichnet. Mitkristallisiertes SAH ist in Grau dargestellt. [54] 
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1.5.4 IEMT 
Bei IEMT handelt es sich um eine Metall-unabhängige CCoAOMT-ähnliche 
Methyltransferase aus Clarkia breweri.[64,77] Sie zählt zu den Klasse II CCoAOMTs, 
bildet Homodimere und hat ein Molekulargewicht von ca. 42 kDa. Die natürlichen 
Substrate von IEMT sind Isoeugenol und Eugenol. Im Gegensatz zu den meisten 
anderen CCoAOMT-ähnlichen Enzymen katalysiert IEMT eine para-Methylierung 
(Schema 6). Wang und Pichersky konnten zeigen, dass sich diese spezialisierte 
Methyltransferase evolutionär aus einer Kaffeesäure OMT (COMT) in C. breweri 
entwickelte.[65] So haben die beiden Enzyme eine 83 %-ige Identität, basierend auf 
deren Aminosäuresequenz, jedoch ist die COMT nicht in der Lage (Iso-)Eugenol zu 
methylieren. Im Gegenzug zeigt IEMT nur sehr geringe Umsätze mit Kaffeesäure. Den 
Autoren gelang es durch den Tausch weniger Sequenzmotive (IEMT: FL, TAT und NE 
zu COMT: LC, MNQ und TA), in denen sich die beiden Enzyme trotz ihrer hohen 
Identität unterscheiden, deren Substratspezifität untereinander zu vertauschen. 
COMT zeigte daraufhin eine Spezifität für (Iso-)Eugenol und IEMT für Kaffeesäure, 
wobei allerdings die katalytische Effizienz der Mutanten wesentlich niedriger war als 
die der Wildtyp-Enzyme und das natürliche Substrat nun nicht mehr methyliert 
wurde.  
 
 
Schema 6: Substrate (Isoeugenol und Eugenol) und Regioselektivität von IEMT. 
 21 
 
Aufgrund der Regioselektivität von IEMT ist diese besonders interessant für die 
industrielle Verwertung von Pflanzenmaterial, welches für die Papierverarbeitung, 
Biotreibstoffproduktion oder Agrikultur verwendet wird. Durch die Methylierung der 
Monolignole wie zum Beispiel Coniferyl- oder Sinapylalkohol wird das chemisch 
labilere S-Lignin gebildet. Dieses kann in der Industrie wesentlich einfacher 
verarbeitet werden.[4] IEMT ist jedoch als Wildtyp kaum aktiv auf die genannten 
Monolignole. Mit Hilfe eines Homologiemodells, basierend auf der Kristallstruktur 
der CCoAOMT aus M. sativa, wählten Bhuiya und Liu sieben Aminosäuren im aktiven 
Zentrum Nahe des in silico gedockten Substrates Coniferylalkohol aus, die Einfluss auf 
die Substratspezifität haben könnten. Durch mehrere Runden ISM (iterative site 
saturation mutagenesis) konnte eine Triplemutante (T133L/E165I/F175I) gefunden 
werden, die eine 70-fach höhere Aktivität gegenüber Coniferyl- und Sinapylalkohol 
aufweist und dabei die gewünschte para-Selektivität beibehält. Die Mutationen 
befinden sich alle in der Nähe des Propanoid-Restes des Substrates, wodurch die 
Positionierung des Substrates in der aktiven Tasche geändert wird.[56]  
IEMT wurde bisher fast ausschließlich mit Substraten getestet, die in para-Position 
eine freie Hydroxygruppe, aber in meta-Position eine bereits methylierte Hydroxy-
gruppe besitzen (siehe Isoeugenol). Mit den Substraten Kaffeesäure oder Catechol, die 
zwei vicinale, freie Hydroxygruppen besitzen, zeigte IEMT nur sehr geringe oder 
keine Aktivitäten.[78] 
1.6 Alkylierung mit Methyltransferasen 
Gold et al. veröffentlichten 1963 die ersten Studien zur enzymatischen Methylierung 
von RNA und DNA.[79] Auf dieser Grundlage wurden über die letzten 50 Jahre viele 
DNA-Methyltransferasen identifiziert, charakterisiert und auf ihre epigenetische 
Regulation untersucht. Zu Beginn des 21. Jahrhunderts entwickelten Forscher mit 
Hilfe von SAM-Analoga das „DNA-Labeling“. Rajski et al. verwendeten dazu ein 
Aziridin-Analogon von SAM (Schema 7), wobei das gesamte Molekül auf die DNA 
übertragen und diese damit an einer bestimmten Stelle markiert wird.[80] Wenig 
später konnten sie zeigen, dass dasselbe SAM-Analogon auch von der Methyltrans-
ferase RebM aus Lechevalieria aerocolonigenes als Kofaktor akzeptiert und auf 
Rebeccamycin 1 (siehe 1.1) übertragen wird.[81] 
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Schema 7: Aziridin-Analogon von SAM. 
 
Weinhold et al. haben als erste Arbeitsgruppe SAM-Analoga, die Alkyl-, Alkenyl und 
Alkinyl-Reste anstelle einer Methylgruppe beherbergen, chemisch synthetisiert 
(Schema 8 A).[82] Bei der enzymatischen Umsetzung der Analoga mit verschiedenen 
DNA-Methyltransferasen zeigte sich, dass die Enzyme mit Analoga mit ungesättigten 
Resten eine wesentlich höhere Aktivität aufweisen als mit gesättigten. Dieser 
Umstand kann anhand des in Schema 8 B detaillierter dargestellten Mechanismus 
erklärt werden. Da es sich dabei um einen SN2-Mechanismus handelt, bildet sich im 
Übergangszustand ein sp2-hybridisiertes C-Atom. Das p-Orbital dieses C-Atoms tritt 
durch Konjugation in Wechselwirkung mit dem antibindenden p-Orbital der Meh-
rfachbindung, was wiederum zu einer Stabilisierung des Übergangszustandes und 
somit zu einer erleichterten Transalkylierung führt.[82] Unter Verwendung eines 
Alkinyl-SAM-Analogon kann auf das Substrat (hier DNA) ein Alkin übertragen werden 
und damit im Anschluss mit der Kupfer(I)-katalysierten Azid-Alkin-Zykloaddition 
(CuAAC „Klick-Chemie“) das Produkt auf einfache und schnelle Art und Weise, z.B. mit 
einem Fluorophor, markiert werden.[83–89] Später konnte dann gezeigt werden, dass 
diese und noch weitere Kofaktoren auch von Methyltransferasen kleiner, natürlicher 
Produkte akzeptiert werden.[58,90–94] Stecher et al. zum Beispiel führten mit den C-
Methyltransferasen NovO aus Streptomyces spheroides und CouO aus Streptomyces 
rishiriensis eine biokatalytische Friedel-Crafts-Alkylierung mit sechs verschiedenen 
chemisch synthetisierten Kofaktoren und den natürlichen Substraten Coumermycin 
A1 (CouO) und Novobiocin (NovO) durch.[90]  
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Schema 8: (A) Alkyl-, Alkenyl- und Alkinyl-SAM-Analoga; (B) Einfluss der Mehrfachbindung auf den 
SN2-Mechanismus der Alkylierung.[82] 
 
Da SAM und seine Alkyl-Analoga relativ instabile Verbindungen sind,[84,95] ist die 
Suche nach stabileren Analoga ebenfalls interessant. Bereits 2004 haben Iwig und 
Booker SAM-Analoga untersucht bei denen das Schwefel-Atom gegen Selen bzw. 
Tellur ausgetauscht wurde.[95] Sie haben festgestellt, dass sowohl das Se-SAM als auch 
das Te-SAM stabiler sind als das natürliche SAM. Mit Se-SAM weist die Methyltrans-
ferase sogar eine höhere Aktivität auf. Dies liegt an der längeren Bindung von Selen 
zur Methylgruppe und der damit erleichterten Abspaltung im SN2-Mechanismus der 
enzymatischen Methylierung. Te-SAM weist zwar eine noch längere Bindung zur 
Methylgruppe auf, jedoch ist die Elektronegativität von Tellur so niedrig, dass die 
Elektronen nicht stark genug angezogen werden und somit die Methylgruppe nicht 
elektrophil genug für den Angriff eines Nukleophils ist. Anhand dieser Ergebnisse 
konnten Weinhold et al. 2012 zeigen, dass auch die Alkyl-Analoga von SAM durch den 
Tausch des Schwefel-Atoms mit Selen stabiler sind und bei der enzymatischen 
Reaktion besser umgesetzt werden.[84]  
Bei Untersuchungen mit strukturell sehr unterschiedlichen SAM-Analoga konnte 
festgestellt werden, dass diese generell mit länger werdender Alkylkette schlechter 
akzeptiert werden.[94,96] Mit Hilfe der sogenannten „bump-hole“-Strategie (Abbildung 
9), bei der die SAM-Bindungstasche der Wildtyp-Enzyme mittels rationalem Enzym-
design vergrößert wird, konnte mit unterschiedlichen Methyltransferasen deren 
Aktivität mit längerkettigen Alkylresten erhöht werden.[7,89,96–98] 
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Abbildung 9: Prinzip der „bump-hole“ Strategie. Oben: Der Wildtyp akzeptiert das SAM-Analogon 
schlecht oder gar nicht. Unten: Rational designte Mutante mit mehr Platz in der SAM-Bindungstasche 
und dadurch Akzeptanz des SAM-Analogon.[7] 
 
Trotz der Fortschritte bei der chemischen Synthese von SAM-Analoga, bestand 
weiterhin das Problem, dass die synthetisch dargestellten Kofaktoren sehr instabil 
sind und daher nicht für eine industrielle Anwendung in Frage kommen würden. In 
der Natur wird SAM von Methionin Adenosyltransferasen (MATs) synthetisiert. Dabei 
wird Methionin mit ATP unter Abspaltung von Phosphat und Pyrophosphat zu SAM 
umgesetzt. Es wäre also von großem Vorteil, wenn man die SAM-Analoga in situ 
synthetisieren und mit einer gekoppelten Transmethylierung mittels einer 
Methyltransferase direkt umsetzen könnte (Schema 9). Erste Untersuchungen mit der 
E. coli MAT zeigten jedoch nur sehr geringe Umsätze mit längerkettigen Methionin-
Analoga.[99,100] Wang et al. führten 2013 eine in vivo Alkylierung von Proteinen mittels 
Protein Lysin Methyltransferasen (PKMTs) mit chemisch synthetisierten Methionin-
Analoga in menschlichen embryonalen Nierenzellen (HEK293T) durch.[101,102] 
Zunächst wurden die Methyltransferasen mit der bereits erwähnten „bump-hole“-
Strategie so verändert, dass sie in vitro längerkettige Alkyl-SAM-Analoga akzeptieren. 
Dann wurde die aktive Tasche der humanen MAT (hMAT2A) näher betrachtet. Diese 
wird von den Aminosäuren I117, G120, V121 und I322 geformt. Durch Mutation der 
größeren Reste Valin und Isoleucin zu kleineren (Alanin, Glycin, Leucin oder Valin) 
konnte die Aktivität für längerkettige Methionin-Analoga deutlich erhöht werden. Die 
höchste Aktivität zeigte dabei die Mutante I117A. Dann wurden zunächst die PKMT-
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Mutanten in vitro mit der hMAT2A-Mutante kombiniert und im Anschluss eine in vivo 
Alkylierung zum Labeln von Proteinen durchgeführt.  
 
 
Schema 9: Enzymatische in situ Synthese von SAM-Analoga mit einer Methionin Adenosyltransferase 
mit ATP und chemisch synthetisierten Methionin-Analoga und gekoppelte Alkylierung mittels einer 
O-Methyltransferase. 
 
Nur wenig später folgten weitere Publikationen zur chemoenzymatischen in vitro 
Alkylierung durch den Einsatz von MATs.[58,86,87,94,103–106] Singh et al. führten 
umfangreiche Untersuchungen mit fünf verschiedenen MATs und einem breiten 
Spektrum an Methionin-Analoga durch.[94] hMAT2A war dabei in der Lage 29 von 47 
Analoga umzusetzen und bei der Kombination mit der Methyltransferase RebM und 
ausgewählten Methionin-Analoga konnten 8 von 18 SAM-Analoga direkt für eine 
Transalkylierung weiterverwendet werden. Bei weiteren Studien wurde durch den 
Vergleich der aktiven Tasche einer thermophilen MAT aus Sulfolobus solfataricus mit 
der von hMAT2A und E. coli MAT gezeigt, dass die Kavität im Bereich des Alkylrests 
des Methionin-Analogon auschlaggebend für einen hohen Umsatz ist.[107]  
Law et al. verwendeten daraufhin zum ersten Mal eine COMT-ähnliche Methyltrans-
ferase (RnCOMT_Y200L) für die chemoenzymatische O-Alkylierung.[58] Als Substrat 
wurde 3,4-Dihydroxybenzaldehyd eingesetzt. Mit dem Ethyl- und Allyl-Methionin-
Analogon und hMAT2A_I322V konnte das Substrat nach 20 Minuten zu Ethyl- bzw. 
Allyl-Vanillin mit einem Umsatz von maximal ca. 20 % umgesetzt werden. Mit 
optimierten Reaktionsbedingungen und einer Reaktionszeit von 16 Stunden war es 
möglich Ethylvanillin mit einer Ausbeute von 58 % zu synthetisieren. Andere 
Catechol-ähnliche Substrate und dessen Methyltransferasen wurden bisher nicht auf 
deren Aktivität mit SAM-Analoga untersucht.  
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1.7 Zielsetzung 
Aufgrund der vielfältigen Einsatzmöglichkeiten von O-Methyltransferasen für die 
Synthese industriell wichtiger Verbindungen, soll im ersten Teil dieser Arbeit das 
Substratspektrum der O-Methyltransferasen PFOMT aus Mesembryanthemum 
crystallinum, BcOMT2 aus Bacillus cereus und IEMT aus Clarkia breweri erweitert 
werden. Bisherige Forschungen mit den genannten Methyltransferasen konzen-
trierten sich hauptsächlich auf in der Natur vorkommende Substrate wie zum Beispiel 
Flavonoide oder Phenylpropanoide. Ein Substratpanel, bestehend aus einer großen 
Diversität an synthetisch interessanten Kernstrukturen, soll daher mit allen drei 
Enzymen getestet werden. PFOMT zeigte bei bisherigen Untersuchungen eine strikte 
meta-Regioselektivität für dessen natürliche Substrate. BcOMT2 hingegen nur eine 
moderate Favorisierung für eine meta- über eine para-Methylierung. IEMT zählt zu 
einer der wenigen para-Selektiven Methyltransferasen. Es soll daher die Regio-
selektivität der drei Enzyme mit einer größeren Anzahl strukturell unterschiedlicher 
Substrate bestimmt werden. Mit Hilfe einer rational designten, fokussierten 
Mutantenbibliothek sollen anschließend Aminosäuren bzw. Strukturmotive von 
PFOMT identifiziert werden, die für die strikte Regioselektivität verantwortlich sind. 
Zur Bestimmung der Methyltransferasenaktivität soll ein Assay entwickelt werden, 
dass auf der Bildung von Wasserstoffperoxid und dessen Detektion mittels der 
Meerrettichperoxidase (HRP) und eines Farbreagenz beruht. Basierend darauf kann 
dann das erste substratunabhängige Festphasen-Hochdurchsatz-Assay für Methyl-
transferasen kleiner Substrate entwickelt und etabliert werden. Es wäre mit diesem 
möglich die erste gerichtete Evolutionsstudie mit den zuvor untersuchten Methyl-
transferasen durchzuführen, um somit Aminosäuren oder Loopregionen zu 
identifizieren, die für die Substratspezifität und Regioselektivität dieser Enzymfamilie 
verantwortlich sind.  
Im zweiten Teil der Arbeit sollen die Methyltransferasen PFOMT, BcOMT2 und IEMT 
auf ihre Akzeptanz von Kofaktor-Analoga untersucht werden. Das potentiell aktivste 
Enzym mit diesen Analoga soll dann mit der „bump-hole“-Strategie für die Umsetzung 
der artifiziellen Kofaktoren weiter optimiert werden. Es sollen dabei sowohl 
bekannte als auch bisher nicht eingesetzte Kofaktor-Analoga verwendet werden. Da 
viele pharmazeutisch wichtige Substanzen wie z.B. Roflumilast, Garenoxacin oder 
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Riluzol in ihrer Struktur Mono-, Di- oder Trifluoromethyl- oder ethylether aufweisen 
und die regioselektive, chemische Synthese hier sehr aufwendig ist, soll vor allem die 
Umsetzung mit fluorierten Analoga mit den Methyltransferasen ermöglicht werden. 
 
 
Abbildung 10: Fluoroalkylierte pharmazeutisch aktive Substanzen. Roflumilast: zur Behandlung der 
chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD); Garenoxacin: Antibiotika; Riluzol: zur Behandlung 
der amyotrophen Lateralsklerose (ALS). 
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2 Material und Methoden  
2.1 Materialien 
2.1.1 Chemikalien 
Die Chemikalien, die in dieser Arbeit verwendet wurden, wurden in der 
höchstmöglichen Reinheit von den Firmen Alfa Aesar (Ward Hill, US), Carl-Roth 
(Karlsruhe, DE), Sigma-Aldrich und Fluka (St. Louis, US) und VWR (Darmstadt, DE) 
bezogen. 
2.1.2 Biochemische Reagenzien und Kits 
In dieser Arbeit wurden für die SDS-PAGE-Gelelektrophorese der Marker 
PageRulerTM Prestained Protein Ladder und für die Agarose-Gelelektrophorese der 
Marker GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder der Firma ThermoScientific (Waltham, US) 
verwendet. Für die molekularbiologischen Arbeiten wurden zudem die folgenden Kits 
nach deren Herstellerprotokoll verwendet. Zur Bestimmung der Proteinkonzentra-
tion wurde das BCA Protein Assay Kit von ThermoScientific (Waltham, US) eingesetzt 
und für die Isolation und Reinigung von DNA unterschiedliche Kits der Firma Zymo 
Research (Irvine, US):  
• ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit  
• ZymocleanTM DNA Clean & Concentrator Kit  
• ZyppyTM Plasmid Miniprep Kit 
2.1.3 Enzyme 
Die für das enzymgekoppelte photometrische Assay verwendete L-Aminosäure 
Oxidase (LAAO) aus Crotalus adamanteus wurde von Sigma-Aldrich (St. Louis, US) und 
die für die molekularbiologischen Arbeiten benötigten Enzyme von ThermoScientific 
(Waltham, US) und Sigma-Aldrich (St. Louis, US) bezogen.  
2.1.4 Plasmide und Oligonukleotide 
2.1.4.1 Plasmide 
Für die Expression der Proteine wurden die Plasmide pQE30 (Qiagen, Hilden, DE) und 
pET28a(+) (Novagen, Madison, Wisconsin, US) verwendet. Beide Plasmide besitzen 
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eine multiple Klonierungsstelle (MCS, multible cloning site) für den Restriktions-
verdau mit Endonukleasen, der für die Klonierung der zu exprimierenden Gene 
benötigt wird. pQE30 besitzt die Kodierung für eine Ampicillin und pET28A(+) eine 
Kanamycin Antibiotikaresistenz. Die Expression kann in beiden Fällen mittels dem 
Galactose-Thioglycosid IPTG induziert werden, da beide Plasmide ein lac-Operon vor 
dem RNA-Polymerase-Promotor (T5 bei pQE30 und T7 bei pET28a(+)) besitzen. Alle 
Gene wurden so kloniert, dass die exprimierten Proteine einen N-terminalen His6-Tag 
für die Immobilisierte Metallionen-Affinitätschromatographie (IMAC) aufweisen. Die 
in dieser Arbeit verwendeten Plasmidkonstrukte sind in Tabelle 1 aufgeführt. Alle 
Plasmide wurden in ddH2O bei -20 °C gelagert.  
 
Tabelle 1: In dieser Arbeit verwendete Plasmidkonstrukte bzw. Varianten von PFOMT. 
Plasmid_Enzym_Variante Quelle 
pQE30_PFOMT_WT T. Vogt[33] 
pQE30_PFOMT_D2F Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_D2N Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_D2K Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_D2E Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_D2L Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_D2A Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_F3L Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_F3D Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_F3K Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_F3A Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_F3E Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_F3N Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_Y51R Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_Y51K Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_Y51E Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_Y51A Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_Y51L Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_M52A Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_M52G Diese Arbeit 
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pQE30_PFOMT_F80A Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_D156W Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_D156R Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_D156L Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_M199E Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_M199R Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_M199K Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_F198A Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_F198L Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_W184A Diese Arbeit 
pQE30_PFOMT_W184L Diese Arbeit 
PQE30_BcOMT2_WT Diese Arbeit 
pET28a(+)_hMAT2A_WT J. Thorson[94] 
pET28a(+)_hMAT2A_I322A Diese Arbeit 
pET28a(+)_hMAT2A_I322V Diese Arbeit 
pET28a(+)_IEMT_WT E. Pichersky[65] 
pET28a(+)_SAHN_WT J. Thorson[94] 
 
2.1.4.2 Oligonukleotide 
Die in dieser Arbeit für das Restriktionsklonieren oder die Mutagenesestudie 
verwendeten Oligonukleotide (Primer) wurden von der Firma Metabion Inter-
national AG (Martinsried, DE) synthetisiert und lyophilisiert geliefert. Alle Primer 
wurden auf eine Endkonzentration von 100 pmol/µL mit ddH2O eingestellt und bei -
20 °C gelagert (Tabelle 2 und Tabelle 3). 
 
Tabelle 2: Für die Amplifizierung und anschließende Klonierung von BcOMT2 verwendete Primer. 
Bezeichnung = Plasmid_Gen_Restriktionsschnittstelle (F = vorwärts, R = rückwärts). 
Bezeichnung Sequenz 
pMA_BcOMT2_BamHI-F CCGGCGGGGATCCAGCAGCGGTCTGGAAGTTCTGTTTCAG 
pMA_BcOMT2-R ATCAACAGGAGTCCAAGCTCAGCTAATTAAGCTTGGCTGCAGG 
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Tabelle 3: Für die ortsgerichtete Mutagenese mittels Quikchange® verwendete Primer. 
Bezeichnung = Gen_Variante (F = vorwärts, R = rückwärts). 
Bezeichnung Sequenz 
PFOMT_Y51A-F GTCACCCAGACTCTGCTATGTCGACTTCACC 
PFOMT_Y51A-R GGTGAAGTCGACATAGCAGAGTCTGGGTGAC 
PFOMT_Y51L-F GTCACCCAGACTCTCTGATGTCGACTTCACC 
PFOMT_Y51L-R GGTGAAGTCGACATCAGAGAGTCTGGGTGAC 
PFOMT_W184A-F GACAACACATTAGCGGGTGGAACTGTAGC 
PFOMT_W184A-R GCTACAGTTCCACCCGCTAATGTGTTGTC 
PFOMT_W184L-F GACAACACATTACTGGGTGGAACTGTAGC 
PFOMT_W184L-R GCTACAGTTCCACCCAGTAATGTGTTGTC 
PFOMT_F198A-F CCGAAGTACCAGATGCGATGAAGGAAAACAGAG 
PFOMT_F198A-R CTCTGTTTTCCTTCATCGCATCTGGTACTTCGG 
PFOMT_F198L-F CCGAAGTACCAGATCTGATGAAGGAAAACAGAG 
PFOMT_F198L-R CTCTGTTTTCCTTCATCAGATCTGGTACTTCGG 
PFOMT_M52A-F CCCAGACTCTTATGCGTCGACTTCACCAC 
PFOMT_M52A-R GTGGTGAAGTCGACGCATAAGAGTCTGGG 
PFOMT_F80A-F GAAGTTGGAGTCGCGACAGGATACTCCCTC 
PFOMT_F80A-R GAGGGAGTATCCTGTCGCGACTCCAACTTC 
PFOMT_M52G-F CCCAGACTCTTATGGCTCGACTTCACCAC 
PFOMT_M52G-R GTGGTGAAGTCGAGCCATAAGAGTCTGGG 
PFOMT_D2F-F TCACCATCACGGATCCATGTTTTTTGCTGTGATGAAGCAG 
PFOMT_D2F-R CTGCTTCATCACAGCAAAAAACATGGATCCGTGATGGTGA 
PFOMT_D2N-F CACCATCACGGATCCATGAATTTTGCTGTGATGAAGC 
PFOMT_D2N-R GCTTCATCACAGCAAAATTCATGGATCCGTGATGGTG 
PFOMT_D2K-F TCACCATCACGGATCCATGAAATTTGCTGTGATGAAGCAGG 
PFOMT_D2K-R CCTGCTTCATCACAGCAAATTTCATGGATCCGTGATGGTGA 
PFOMT_D2E-F CATCACGGATCCATGGAATTTGCTGTGATGAAGCA 
PFOMT_D2E-R TGCTTCATCACAGCAAATTCCATGGATCCGTGATG 
PFOMT_D2L-F CATCACCATCACGGATCCATGCTGTTTGCTGTGATGAAGCAGGTC 
PFOMT_D2L-R GACCTGCTTCATCACAGCAAACAGCATGGATCCGTGATGGTGATG 
PFOMT_D2A-F CACCATCACGGATCCATGGCGTTTGCTGTGATGAAGCAGG 
PFOMT_D2A-R CCTGCTTCATCACAGCAAACGCCATGGATCCGTGATGGTG 
PFOMT_F3L-F CACCATCACGGATCCATGGATCTGGCTGTGATGAAGCAGG 
PFOMT_F3L-R CCTGCTTCATCACAGCCAGATCCATGGATCCGTGATGGTG 
PFOMT_F3D-F ATCACCATCACGGATCCATGGATGATGCTGTGATGAAGCAG 
PFOMT_F3D-R CTGCTTCATCACAGCATCATCCATGGATCCGTGATGGTGAT 
PFOMT_F3K-F ATCACCATCACGGATCCATGGATAAAGCTGTGATGAAGCAGGTC 
PFOMT_F3K-R GACCTGCTTCATCACAGCTTTATCCATGGATCCGTGATGGTGAT 
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PFOMT_F3A-F ATCACCATCACGGATCCATGGATGCGGCTGTGATGAAGCAGGTC 
PFOMT_F3A-R GACCTGCTTCATCACAGCCGCATCCATGGATCCGTGATGGTGAT 
PFOMT_F3E-F ATCACCATCACGGATCCATGGATGAAGCTGTGATGAAGCAGGTC 
PFOMT_F3E-R GACCTGCTTCATCACAGCTTCATCCATGGATCCGTGATGGTGAT 
PFOMT_F3N-F ATCACCATCACGGATCCATGGATAACGCTGTGATGAAGCAGGTC 
PFOMT_F3N-R GACCTGCTTCATCACAGCGTTATCCATGGATCCGTGATGGTGAT 
PFOMT_Y51R-F ATGAAAGTCACCCAGACTCTCGTATGTCGACTTCACCACTTG 
PFOMT_Y51R-R CAAGTGGTGAAGTCGACATACGAGAGTCTGGGTGACTTTCAT 
PFOMT_Y51K-F TGAAAGTCACCCAGACTCTAAAATGTCGACTTCACCACTTG 
PFOMT_Y51K-R CAAGTGGTGAAGTCGACATTTTAGAGTCTGGGTGACTTTCA 
PFOMT_Y51E-F TGAAAGTCACCCAGACTCTGAAATGTCGACTTCACCACTTG 
PFOMT_Y51E-R CAAGTGGTGAAGTCGACATTTCAGAGTCTGGGTGACTTTCA 
PFOMT_D156W-F CGACTTTGGCTTTGTTGATGCGTGGAAACCTAACTACATCAAGTACC 
PFOMT_D156W-R GGTACTTGATGTAGTTAGGTTTCCACGCATCAACAAAGCCAAAGTCG 
PFOMT_D156R-F GACTTTGGCTTTGTTGATGCGCGCAAACCTAACTACATCAAGTA 
PFOMT_D156R-R TACTTGATGTAGTTAGGTTTGCGCGCATCAACAAAGCCAAAGTC 
PFOMT_D156L-F CGACTTTGGCTTTGTTGATGCGCTGAAACCTAACTACATCAAGTACC 
PFOMT_D156L-R GGTACTTGATGTAGTTAGGTTTCAGCGCATCAACAAAGCCAAAGTCG 
PFOMT_M199E-F GCCTGAATCCGAAGTACCAGATTTCGAAAAGGAAAACAGAGAAGCTGTTATTG 
PFOMT_M199E-R CAATAACAGCTTCTCTGTTTTCCTTTTCGAAATCTGGTACTTCGGATTCAGGC 
PFOMT_M199R-F GCCTGAATCCGAAGTACCAGATTTCCGTAAGGAAAACAGAGAAGCTGTTATTG 
PFOMT_M199R-R CAATAACAGCTTCTCTGTTTTCCTTACGGAAATCTGGTACTTCGGATTCAGGC 
PFOMT_M199K-F CTGAATCCGAAGTACCAGATTTCAAAAAGGAAAACAGAGAAGCTGTTAT 
PFOMT_M199K-R ATAACAGCTTCTCTGTTTTCCTTTTTGAAATCTGGTACTTCGGATTCAG 
hMAT2A_I117A-F CTTGGAGCAACAGTCACCAGATGCGGCTCAAGGTGTTCATCTTGA 
hMAT2A_I117A-R TCAAGATGAACACCTTGAGCCGCATCTGGTGACTGTTGCTCCAAG 
hMAT2A_I322V-F GGTCTCTTATGCTGTTGGAGTTTCTCATCC 
hMAT2A_I322V-R GGATGAGAAACTCCAACAGCATAAGAGACC 
hMAT2A_I322A-F GGTCTCTTATGCTGCGGGAGTTTCTCATCC 
hMAT2A_I322A-R GGATGAGAAACTCCCGCAGCATAAGAGACC 
 
2.1.5 E. coli-Stämme 
Für die Expression von PFOMT, deren Varianten und BcOMT2 wurde der E. coli 
Stamm M15pREP4 (pQE30) und für hMAT2A, deren Varianten, SAHN und IEMT der 
E. coli Stamm BL21 (DE3) (pET28a(+)) verwendet. Für die molekularbiologischen 
Arbeiten wurde der Stamm E. coli XL1-Blue (pQE30 und pET28a(+)) verwendet 
(Tabelle 4).  
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Tabelle 4: Für die Expression und molekularbiologische Arbeiten verwendete Stämme. 
Stamm Genotyp ITB-Nummer/Quelle 
E. coli M15pREP4 F-, Φ80ΔlacM15, thi, lac-, mtl-, recA+ , KmR ITB208 
E. coli BL21(DE3) F-, ompT hsdSB (rB- mB-), dcm, galλ(DE3) ITB7 
E. coli XL1-Blue endA1 gyrA96(nalr) thi-1|recA1 relA1 
hsdR17(rK–mK+) glnV44 lac [F´proAB+ 
lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)] 
ITB12 
 
2.2 Molekularbiologische Methoden 
2.2.1 Medien und Puffer 
2.2.1.1 Medien für die Kultivierung von E. coli-Zellen 
Tabelle 5: Medium für die Anzucht von E. coli-Zellen. 
LB-Medium* LB-Agar-Medium* 
Trypton 10 g/L Trypton 10 g/L 
Hefeextrakt 5 g/L Hefeextrakt 5 g/L 
NaCl 10 g/L NaCl 10 g/L 
  Agarose 15 g/L 
*in ddH2O 
2.2.1.2 Puffer 
Tabelle 6: Transformationspuffer zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen. Der pH 
wurde mit Eisessig (TFBI) und 1 M NaOH (TFBII) eingestellt. Die Puffer wurden mit Filter 
(Porengröße 0,2 µm) steril filtriert. 
TFBI (pH 5,8)* TFBII (pH 6,5)* 
Kaliumacetat 30 mM MOPS 10 mM 
CaCl2 10 mM RbCl 10 mM 
MnCl2 50 mM CaCl2 75 mM 
RbCl 100 mM Glycerin 15 % (v/v) 
Glycerin 15 % (v/v)   
*in ddH2O 
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Tabelle 7: Puffer für die Durchführung der Agarose-Gelelektrophorese.  
6x DNA-Beladepuffer* 50x TAE-Puffer* 
Glycerin 30 % (v/v) Tris 2 M 
Bromphenolblau 0,25 % (w/v) Essigsäure 1 M 
  EDTA 0,05 M 
*in ddH2O 
 
Tabelle 8: Puffer für die Durchführung SDS-PAGE-Gelelektrophorese. 
6x SDS-Probenpuffer 10x Elektrophoresepuffer* 
4 M Tris-HCl pH 6,8 7 mL Tris 0,25 M 
Glycerin (87 % v/v) 3 mL Glycin 1,92 M 
SDS 1,03 g SDS 1,0 % (w/v) 
DTT 0,93 g   
Bromphenolblau 1,2 mg   
*in ddH2O 
 
Tabelle 9: Lösungen für die Färbung und Entfärbung von Polyacrylamidgelen. 
Coomassie-Färbelösung Entfärbelösung 
Ethanol 30 %* Ethanol 30 %* 
Essigsäure 10 %* Essigsäure 10 %* 
ddH2O 60 %* ddH2O 60 %* 
Coomassie-Brillant-Blau R-
250 
0,1 %** 
  
*(v/v) **(w/v) 
2.2.2 DNA-Isolation aus E. coli 
Zunächst wurden die entsprechenden E. coli-Zellen über Nacht in 5 mL LB-Medium 
(Tabelle 5) bei 37 °C bei 180 U∙min-1 kultiviert. Je nach Plasmid wurde vor der An-
zucht das entsprechende Antibiotika (Ampicillin, Kanamycin oder beide) zur 
Selektion zum Medium hinzugegeben. Mit Hilfe des ZyppyTM MiniPrep Kits wurde 
dann nach Herstellervorschrift die Plasmid-DNA aus den E. coli-Zellen isoliert. Zum 
Eluieren der DNA wurde nur ddH2O verwendet. 
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2.2.3 Bestimmung der DNA Konzentration 
Die Konzentration und Reinheit von DNA-Lösungen wurde mit dem Nanodrop ND-
1000 der Firma ThermoScientific (Waltham, US) bestimmt. Hierbei wurde die Ab-
sorption bei λ = 260 nm (entspricht dem Absorptionsmaximum von DNA) gemessen. 
2.2.4 Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen (RbCl-Methode) 
Damit Plasmid-DNA effizient in die entsprechenden E. coli-Zellen (2.1.5) trans-
formiert werden kann, müssen diese zunächst für eine erhöhte Aufnahmefähigkeit 
der DNA über deren Membran kompetent gemacht werden. Dies wurde mit der 
Rubidium-Chlorid-Methode realisiert. Zunächst wurden 50 mL LB-Medium mit den 
entsprechenden E. coli-Zellen inokuliert und bei 37 °C und 180 U∙min-1 bis zu einer 
OD600 = 0,5 kultiviert. Die Zellen wurden dann 15 Minuten auf Eis gestellt und an-
schließend durch Zentrifugation für 10 Minuten bei 4 °C und 4000 U∙min-1 geerntet. 
Nach dem Resuspendieren des Zellpellets in 20 mL TFBI-Puffer (Tabelle 6) wurde die 
Lösung für 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden dann auf die gleiche Weise 
wie zuvor geerntet und nach der Zugabe von 2 mL TFBII-Puffer (Tabelle 6) erneut für 
15 Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellsuspension wurde zum Lagern (bei -80 °C) und 
späterem Weiterverwenden in 50 µL Aliquots mit flüssigem Stickstoff schockge-
froren.    
2.2.5 Transformation von E. coli-Zellen 
Um freie DNA, z.B. ein Plasmid, in E. coli-Zellen transformieren zu können, wurden die 
chemisch kompetenten Zellen aus 2.2.4 verwendet. Diese können die DNA nach einem 
Hitzeschock effizient über die Membran aufnehmen. Alle Arbeiten wurden dabei steril 
durchgeführt. Es wurden 50 µL kompetente Zellen auf Eis aufgetaut und 1-5 µL 
Plasmid-Lösung (20-100 ng DNA) zugegeben. Nach 30 Minuten Inkubationszeit 
wurden die Zellen für 90 Sekunden bei 42 °C im Wasserbad erhitzt und anschließend 
3 Minuten auf Eis gestellt. Dann wurde 500 µL LB-Medium zugegeben und die Zellen 
für 1 h bei 37 °C und 180 U∙min-1 inkubiert. Die Zellen wurden daraufhin abzentri-
fugiert (15000 U∙min-1 für 2 Minuten), der Überstand bis auf 50-100 µL Restvolumen 
verworfen und das Zellpellet darin resuspendiert. Die Suspension wurde als auf einer 
LB-Agar-Platte (mit entsprechendem Antibiotikum, siehe 2.2.1.1) ausplattiert und die 
Zellen über Nacht bei 37 °C im Brutschrank kultiviert.   
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2.2.6 Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Amplifikation von DNA 
Die Polymerasekettenreaktion ist eine in vitro DNA-Replikation mit der es möglich ist 
einzelne DNA-Fragmente mit mehreren tausend Basenpaaren zu amplifizieren. Für 
das Kopieren der DNA-Moleküle wird das Enzym DNA-Polymerase verwendet. In 
einem ersten Schritt wird die DNA-Matrize durch Hitze denaturiert. Die im Über-
schuss zugegebenen DNA-Oligonukleotide (Primer) lagern sich beim Abkühlen an die 
DNA-Einzelstränge an (Annealing) und verhindern so auch das Hybridisieren der 
DNA-Einzelstränge der Matrize. Durch erneutes Erhitzen verlängert die hitzebestän-
dige DNA-Polymerase unter Verwendung von Desoxyribonukleotidtriphosphaten 
(dNTPs) die Primer komplementär zur DNA-Matrize (Elongation). Dieser Vorgang 
führt somit zu einer Verdopplung des gewünschten DNA-Fragments. Im Normalfall 
werden 20-30 Zyklen durchlaufen um somit das 106-109-fache der Zielsequenz zu 
erhalten.  
Die Reaktionen wurden in dem Thermocycler Mastercycler gradient von Eppendorf 
(Hamburg, DE) mit den entsprechenden Reagenzien (Tabelle 10) und 
Temperaturprogramm (Tabelle 11) durchgeführt. Zum Restriktionsverdau der 
parentalen DNA wurde dem Reaktionsansatz nach der PCR 2 µL DpnI zugegeben, die 
Lösung für 2 h bei 37 °C inkubiert und dann für 20 Minuten auf 80 °C erhitzt um das 
Restriktionsenzym zu deaktivieren. Zum Schluss wurde die amplifizierte DNA mit 
dem ZymocleanTM DNA Clean & Concentrator Kit (2.1.2) gereinigt und bei -20 °C 
gelagert. 
 
Tabelle 10: PCR-Reaktionsansatz. 
Komponente Volumen [µL] Endkonzentration 
10x Pfu-Puffer mit MgSO4 5 1x 
dNTP-Mix (2 mM)* 5 0,2 mM 
Vorwärts-Primer (10 µM)** 1,25 0,25 µM 
Rückwärts-Primer (10 µM)** 1,25 0,25 µM 
Templat-DNA x 20-50 ng 
Pfu-Polymerase (5 U/µL) 0,25 1,25 U 
ddH2O ad 50 µL  
*bestehend aus je 10 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP.  
**Primersequenzen siehe 2.1.4.2 
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Tabelle 11: Temperaturprogramm der PCR. 
Reaktionsschritt Temperatur [°C] Zeit Zyklenzahl 
Vordenaturierung 95 2 min 1 
Denaturierung 95 15 sec  
Annealing 55 15 sec       20-30 
Elongation 72 2 min/kb*  
Finale Elongation 72 5-15 min* 1 
*abhängig von der Anzahl der Basenpaare des DNA-Templats 
 
2.2.7 Agarosegelelektrophorese 
Bei der Agarosegelelektrophorese können Proben mit unterschiedlich großen DNA-
Fragmenten in einem porösen Agarosegel und einer angelegten Spannung 
aufgetrennt werden. Da die DNA durch ihre Phosphatgruppen negativ geladen ist, 
wandert sie bei angelegter Spannung durch das Gel zur Anode. Kleinere Fragmente 
können dabei schneller durch die Poren des Gels wandern, was wiederum zu einer 
Größenauftrennung der in der Probe enthaltenen DNA-Fragmente führt.  
In dieser Arbeit wurden 0,5 %-ige Agarosegele verwendet und dem Gel der Farbstoff 
GelRed der Firma Biotium (Hyward, US) zugegeben. Dieser interagiert mit der DNA, 
die durch das Gel wandert und ermöglicht nach der Trennung die Visualisierung der 
DNA unter UV-Licht. Parallel zu den DNA-Proben wurde zur Bestimmung der DNA-
Fragment-Größe immer der Marker GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (2.1.2) in einer 
Tasche des Gels mitaufgetrennt. Die Agarosegele wurden in eine Kammer, die mit 1x 
TAE-Puffer (2.2.1.2) gefüllt war, gelegt und eine Spannung von 120 V für 40 Minuten 
angelegt. Zum Betrachten der Gele wurde das Visulisierungssystem Quantum ST4 der 
Firma Vilber Lourmat (Eberhardzell, DE) verwendet. 
2.2.8 DNA-Extraktion aus Agarosegelen 
Sollte die bei einer PCR amplifizierte DNA für weitere molekularbiologische Arbeiten 
verwendet werden und besonders rein sein, musste diese mit der 
Agarosegelelektrophorese (2.2.7) isoliert und anschließend aus dem Gel extrahiert 
werden. Dazu wurde die Bande mit der gewünschten DNA aus dem Agarosegel 
herausgeschnitten und mit dem ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit gereinigt. 
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2.2.9 DNA-Sequenzierung 
Die Sequenzen der Gene der untersuchten Enzyme und Varianten wurden von der 
Firma GATC Biotech AG (Konstanz, DE) sequenziert und mit der Software SnapGene 
der Firma GSL Biotech LLC (Chicago, US) graphisch dargestellt. 
2.2.10 Restriktionsverdau und Ligation 
Für die Klonierung der Methyltransferase BcOMT2 wurde zunächst das Gen mit den 
Primern aus 2.1.4.2 nach 2.2.6 amplifiziert und anschließend nach 2.2.7 und 2.2.8 
gereinigt. Das Plasmid pQE30 (2.1.4.1) wurde in kompetente E. coli XL1-Blue Zellen 
transformiert (2.2.5) und nach 2.2.2 isoliert. Der Verdau des Plasmids und des Frag-
ments wurde dann mit den Restriktionsenzymen BamHI und HindIII der Firma 
ThermoScientific (Waltham, US) nach der Herstellervorschrift in den entsprechenden 
Puffern durchgeführt und die DNA mit dem ZymocleanTM DNA Clean & Concentrator 
Kit gereinigt. Die verdauten Fragmente wurden dann mit der T4-DNA-Ligase der 
Firma New England Biolabs (Ipswich, US) nach dem Herstellerprotokoll ligiert. Das 
Ligationsprodukt wurde zum Schluss nach 2.2.5 in E. coli XL1-Blue und, nach positi-
vem Sequenzierungsergebnis (2.2.9), in den Expressionsstamm E. coli M15pREP4 
(2.1.5) transformiert. 
2.2.11 Ortsgerichtete Mutagenese mittels Quikchange®-Protokoll 
Für die ortsgerichtete Mutagenese wurde das Quikchange®-II-Protokoll der Firma 
Agilent Technologies (Santa Clara, US) verwendet. Hierbei wurde mit zwei komple-
mentären Primern (2.1.4.2), die beide die gewünschte Punktmutation besitzen, eine 
PCR mit dem zu mutierenden Gen in dem entsprechenden Plasmid nach 2.2.6 durch-
geführt. Die Primer wurden mit dem Quikchange Primer Design Programm der Firma 
Agilent Technologies (Santa Clara, US) designt. Die erhaltene DNA wurde dann nach 
2.2.5 in E. coli XL1-Blue und, nach positivem Sequenzierungsergebnis (2.2.9), in den 
jeweiligen Expressionsstamm (2.1.5) transformiert (2.2.5). 
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2.3 Biochemische Methoden  
2.3.1 Kultivierung der E. coli Stämme in LB-Medium 
Für die Anzucht von E. coli-Zellen wurde autoklaviertes LB-Medium (Tabelle 5) 
verwendet. Zu diesem wurde immer, basierend auf der kodierten Antibiotikaresis-
tenz der Plasmid-DNA, das für die Selektion benötigte Antibiotika nach dem 
Autoklavieren (Temperatur bei Zugabe maximal 60 °C) und vor dem Inokulieren 
hinzugegeben. Ampicillin wurde mit einer Endkonzentration von 100 µg/mL und 
Kanamycin mit 30 µg/mL eingesetzt. 
 
2.3.2 Proteinexpression in E. coli  
2.3.2.1 Expression von PFOMT und BcOMT2 in E. coli M15pREP4 
Zur Expression von PFOMT, deren Varianten und BcOMT2 wurde 400 mL autokla-
viertes LB-Medium in einem 2 L Erlenmeyerkolben (mit Schikanen) mit 400 µL 
Ampicillin (100 mg/ml Stamm) und 400 µL Kanamycin (30 mg/ml Stammlösung) 
versetzt und mit einer Übernachtkultur des Expressionsstammes (2.1.5) auf eine 
OD600 = 0,05 angeimpft. Anschließend wurden die Kolben bei 37 °C und 120 U∙min-1 
bis zu einer OD600 = 0,5-0,8 inkubiert. Die Expression wurde dann mit 400 µL IPTG 
(1 M Stammlösung) induziert und die Kolben bei 30 °C und 120 U∙min-1 für 4-5 h 
inkubiert. Abschließend wurden die Zellen mittels Zentrifugation (4 °C, 15 min, 
10000 U∙min-1) geerntet, das Pellet in ein 50 mL Falcon Zentrifugenröhrchen über-
führt und bei -20 °C bis zum weiteren Verwenden gelagert. 
2.3.2.2 Expression von IEMT in E. coli BL21(DE3) 
Zur Expression von IEMT wurde 400 mL autoklaviertes LB-Medium in einem 2 L 
Erlenmeyerkolben (mit Schikanen) mit 400 µL Kanamycin (30 mg/ml Stammlösung) 
versetzt und mit einer Übernachtkultur des Expressionsstammes (2.1.5) auf eine 
OD600 = 0,05 angeimpft. Anschließend wurden die Kolben bei 37 °C und 120 U∙min-1 
bis zu einer OD600 = 1-1,5 inkubiert. Die Expression wurde dann mit 80 µL IPTG (1 M 
Stammlösung) induziert und die Kolben bei 12 °C und 120 U∙min-1 für 21 h inkubiert. 
Abschließend wurden die Zellen mittels Zentrifugation (4 °C, 15 min, 10000 U∙min-1) 
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geerntet, das Pellet in ein 50 mL Falcon Zentrifugenröhrchen überführt und bei -20 °C 
bis zum weiteren Verwenden gelagert. 
2.3.2.3 Expression von SAHN in E. coli BL21(DE3) 
Zur Expression von SAHN wurde 400 mL autoklaviertes LB-Medium in einem 2 L 
Erlenmeyerkolben (mit Schikanen) mit 400 µL Kanamycin (30 mg/ml Stammlösung) 
versetzt und mit einer Übernachtkultur des Expressionsstammes (2.1.5) auf eine 
OD600 = 0,05 angeimpft. Anschließend wurden die Kolben bei 37 °C und 120 U∙min-1 
bis zu einer OD600 = 0,5-0,8 inkubiert. Die Expression wurde dann mit 200 µL IPTG 
(1 M Stammlösung) induziert und die Kolben bei 30 °C und 120 U∙min-1 für 4-5 h 
inkubiert. Abschließend wurden die Zellen mittels Zentrifugation (4 °C, 15 min, 
10000 U∙min-1) geerntet, das Pellet in ein 50 mL Falcon Zentrifugenröhrchen über-
führt und bei -20 °C bis zum weiteren Verwenden gelagert. 
2.3.2.4 Expression von hMAT2A in E. coli BL21(DE3) 
Zur Expression von hMAT2A und deren Varianten wurde 400 mL autoklaviertes LB-
Medium in einem 2 L Erlenmeyerkolben (mit Schikanen) mit 400 µL Kanamycin 
(30 mg/ml Stammlösung) versetzt und mit einer Übernachtkultur des Expressions-
stammes (2.1.5) auf eine OD600 = 0,05 angeimpft. Anschließend wurden die Kolben 
bei 37 °C und 120 U∙min-1 bis zu einer OD600 = 0,5-0,8 inkubiert. Die Expression wurde 
dann mit 80 µL IPTG (1 M Stammlösung) induziert und die Kolben bei 30 °C und 
120 U∙min-1 für 4-5 h inkubiert. Abschließend wurden die Zellen mittels Zentri-
fugation (4 °C, 15 min, 10000 U∙min-1) geerntet, das Pellet in ein 50 mL Falcon Zentri-
fugenröhrchen überführt und bei -20 °C bis zum weiteren Verwenden gelagert. 
2.3.3 Zellaufschluss 
Die Zellpellets der Expression wurden in 4 mL Lysepuffer (Tabelle 12) pro Gramm 
Pellet resuspendiert. Zur Zellsuspension wurde 1 Spatelspitze Lysozym, 1 Spatel-
spitze DNAseI und 1 mM Proteaseinhibitor PMSF (gelöst in Isopropanol) hinzugege-
ben und für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Zudem wurden die Zellen anschließend per 
Ultraschall (5 Minuten pro Suspension) mit dem Sonifier S250A der Firma Branson 
Ultrasonics (Danbury, US) aufgeschlossen. Die unlöslichen Zellbestandteile wurden 
dann abzentrifugiert (4 °C, 20 min, 8000 U∙min-1) und der Überstand, das Lysat, durch 
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einen Filter (0,2 µm Porenvolumen) in frische 50 mL Falcon Zentrifugenröhrchen 
überführt. 
 
Tabelle 12: Verwendete Lysepuffer für den Aufschluss der E. coli-Zellen. 
Enzyme Lysepuffer (pH 7,5)* 
PFOMT 50 mM KPi, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 
1 mM β-Mercaptoethanol (β-ME), 10 % Glycerin (v/v) 
BcOMT2/IEMT/hMAT2A 50 mM Tris-HCl, 300 mM KCl, 10 mM Imidazol, 
5 mM β-ME, 5 % Glycerin (v/v) 
SAHN 50 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 
5 % Glycerin (v/v) 
*pH-Wert eingestellt mit 1 M HCl 
2.3.4 Proteinreinigung 
Alle Enzyme in dieser Arbeit wurden mit einem Polyhistidin-Affinitätstag (His6-Tag) 
exprimiert und mittels der Immobilisierten Metallionen-Affinitätschromatographie 
(IMAC) gereinigt. Bei dieser koordinieren die Aminosäuren der Proteine, wie z.B. das 
Histidin, an Metallionen wie z.B. Ni2+ oder Co2+ und bilden dabei Chelat-Komplexe. Die 
Metallionen sind bei der IMAC auf einer Matrix in einer Chromatographiesäule im-
mobilisiert, welche dadurch mit den mit Polyhistidin getaggten Proteinen beladen 
werden kann. Die Proteine können dann mit Imidazol, welches eine noch höhere 
Affinität zu den Metallionen hat, wieder von der Säule eluiert werden. Somit können 
die getaggten Enzyme von den restlichen Proteinen im Lysat, welche nicht an die 
Säule binden, getrennt werden. Durch die Zugabe von Salz (NaCl oder KCl) zu den 
Pufferlösungen kann verhindert werden, dass die Matrix der Säule als ein 
Ionenaustauscher fungiert. Zudem sind die Beladepuffer mit einer geringen Konzen-
tration Imidazol versetzt, damit es nicht zu einer unspezifischen Bindung ungetaggter 
Proteine kommt. Für die Reinigung wurden die Lysate aus 2.3.2 verwendet. 
2.3.4.1 PFOMT 
Die Proteinreinigung von PFOMT wurde sowohl an einem ÄKTApurifierTM 10-System 
der Firma GE Healthcare (Chicago, US) als auch mit HisGraviTrap™ TALON®-Säulen 
der Firma GE Healthcare (Chicago, US) durchgeführt. Der Unterschied besteht darin, 
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dass die Säule der ÄKTATM mit Ni2+-Ionen beladen ist, während die HisGraviTrapTM-
Säulen mit Co2+-Ionen beladen sind. 
Zur Reinigung mit der ÄKTATM wurden zunächst die Puffer aus Tabelle 13 filtriert 
(0,2 µm Porenvolumen) und im Ultraschallbad entgast. Dann wurde mit dem Binde-
puffer das Lysat auf eine 1 mL HisTrap FF-Säule (GE Healthcare, Chicago, US) gegeben, 
mit einer Flussrate von 1 mL⋅min-1 über 24 Minuten ein isokratischer Fluss angelegt, 
daraufhin über 14 Minuten mit einem Gradienten des Elutionspuffers (0-100 %) und 
zuletzt für 5 Minuten mit 100 % Elutionspuffer (Abbildung 11) die gebundenen 
Proteine eluiert. Der Verlauf der Elution kann dabei mit einem Photometer bei einer 
Wellenlänge von λ = 280 nm (charakteristische Absorption der aromatischen Amino-
säuren von Proteinen) verfolgt werden. Die erhaltenen Fraktionen (Fraktions-
sammler Frac-950, GE Healthcare, Chicago, US) wurden mittels SDS-PAGE-Gelelektro-
phorese (2.3.6) untersucht und die identifizierte PFOMT-Lösung zweimal über Nacht 
in 5 L Dialysepuffer (Tabelle 13) dialysiert, um das Imidazol und NaCl zu entfernen. 
Die erhaltene PFOMT-Lösung wurde aliquotiert und bei -80 °C gelagert. 
 
Tabelle 13: Puffer für die Durchführung der Reinigung von PFOMT mittels IMAC (ÄKTATM). 
Bindepuffer (pH 7,5)* Elutionspuffer (pH 7,5)* Dialysepuffer (pH 7,5)* 
KPi 50 mM KPi 50 mM KPi 50 mM 
Imidazol 5 mM Imidazol 500 mM Glycerin 5 % (v/v) 
NaCl 300 mM NaCl 300 mM   
* Der pH wurde mit 1 M HCl eingestellt 
 
 
Abbildung 11: Verlauf des Gradienten für die Elution von PFOMT bei der IMAC (ÄKTATM). Flussrate 
1ml/min. 
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Zur Reinigung von PFOMT und dessen Varianten mittels der HisGraviTrap™ TALON®-
Säulen wurde nach dem mitgelieferten Protokoll des Herstellers verfahren. Die dafür 
verwendeten Puffer sind in Tabelle 14 aufgeführt. Die Dialyse erfolgte mit Vivaspin6-
Säulen mit 10 kDa MWCO der Firma Sartorius Stedim Biotech GmbH (Göttingen, DE) 
mit demselben Dialysepuffer wie bei der Reinigung mittels ÄKTATM. Die erhaltene 
PFOMT-Lösung wurde aliquotiert und bei -80 °C gelagert. 
 
Tabelle 14: Puffer für die Durchführung der Reinigung von PFOMT mittels IMAC (HisGraviTrap™ 
TALON®-Säulen). 
Bindepuffer (pH 7,5)* Waschpuffer (pH 7,5)* Elutionspuffer (pH 7,5)* 
KPi 50 mM KPi 50 mM KPi 50 mM 
NaCl 300 mM Imidazol 10 mM Imidazol 500 mM 
  NaCl 300 mM NaCl 300 mM 
* Der pH wurde mit 1 M HCl eingestellt 
 
2.3.4.2 BcOMT2, IEMT und hMAT2A 
Die Reinigung von BcOMT2, IEMT und hMAT2A (und deren Varianten) wurde nach 
2.3.4.1 mit HisGraviTrap™ TALON®-Säulen durchgeführt. Die dafür verwendeten 
Puffer sind in Tabelle 15 aufgeführt. Die erhaltenen Enzym-Lösungen wurden aliquo-
tiert und bei -80 °C gelagert. 
 
Tabelle 15: Puffer für die Durchführung der Reinigung von BcOMT2, IEMT und hMAT2A (und deren 
Varianten) mittels IMAC (HisGraviTrap™ TALON®-Säulen). 
Bindepuffer (pH 7,5)*/ 
Waschpuffer (pH 7,5)* 
Elutionspuffer (pH 7,5)* Dialysepuffer (pH 7,5)* 
KCl 300 mM KCl 300 mM Tris 50 mM 
Imidazol 10 mM Imidazol 300 mM Glycerin 5 % (v/v) 
Tris 50 mM Tris 50 mM β-ME 5 mM 
Glycerin 5 % (v/v) Glycerin 5 % (v/v)   
β-ME 5 mM β-ME 5 mM   
* Der pH wurde mit 1 M HCl eingestellt 
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2.3.4.3 SAHN 
Die Reinigung von SAHN wurde nach 2.3.4.1 mit HisGraviTrap™ TALON®-Säulen 
durchgeführt. Die dafür verwendeten Puffer sind in Tabelle 16 aufgeführt. Die 
erhaltene SAHN-Lösung wurde aliquotiert und bei -80 °C gelagert. 
 
Tabelle 16: Puffer für die Durchführung der Reinigung von SAHN mittels IMAC (HisGraviTrap™ 
TALON®-Säulen). 
Bindepuffer (pH 7,5)*/ 
Waschpuffer (pH 7,5)* 
Elutionspuffer (pH 7,5)* Dialysepuffer (pH 7,5)* 
NaCl 300 mM NaCl 300 mM Tris 50 mM 
Imidazol 10 mM Imidazol 300 mM Glycerin 5 % (v/v) 
Tris 50 mM Tris 50 mM β-ME 5 mM 
Glycerin 5 % (v/v) Glycerin 5 % (v/v)   
β-ME 5 mM β-ME 5 mM   
* Der pH wurde mit 1 M HCl eingestellt 
 
2.3.5 Bestimmung der Proteinkonzentration 
2.3.5.1 BCA-Assay 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration der exprimierten Wildtyp-Methyltrans-
ferasen wurde mittels BCA-Assay durchgeführt. Dafür wurde das BCA Protein Assay 
Kit (2.1.2) eingesetzt und nach dessen Herstellerprotokoll durchgeführt. Die Konzen-
tration der Proteine wurde hierbei mit BSA(bovine serum albumin)-Standards und 
einer Standardgeraden bestimmt. 
2.3.5.2 Photometrische Proteinkonzentrationsbestimmung 
Die Proteinkonzentration der Varianten von PFOMT und hMAT2A wurde mit einem 
Photometer (Nanodrop ND-1000, ThermoScientific, Waltham, US) durchgeführt. 
Dazu wurde das Gerät mit 2 µL Dialysepuffer auf den Null-Wert gesetzt, jeweils 2 µL 
der Proteinlösung aufgetragen und dessen Absorption bei λ = 280 nm gemessen. Für 
die Berechnung der Proteinkonzentration von PFOMT und dessen Varianten wurde 
ein Molekulargewicht von m = 28 kDa und ein Extinktionskoeffizient von 
ε = 20463 M-1∙cm-1 verwendet. Für die Berechnung der Proteinkonzentration von 
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hMAT2A und dessen Varianten wurde ein Molekulargewicht von m = 46 kDa und ein 
Extinktionskoeffizient von ε = 44538 M-1∙cm-1 verwendet. 
2.3.6 SDS-PAGE 
Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde zur 
analytischen Trennung von Proteingemischen in einem elektrischen Feld nach deren 
Molekülmasse verwendet. Durch die SDS-PAGE können die exprimierten Proteine 
über ihr Molekulargewicht identifiziert und auf deren Reinheit untersucht werden. 
Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert als negativ geladenes Detergens die Proteine 
und überdeckt deren Eigenladung. Diese, je nach Kettenlänge, negativ geladenen, 
linearisierten Proteine werden bei der elektrophoretischen Wanderung durch ein 
Polyacrylamidgel nach ihrer Größe aufgetrennt. Proteine mit kleinerem Molekular-
gewicht wandern dabei schneller durch das Gel als Proteine mit großem 
Molekulargewicht. Zur Analyse aller in dieser Arbeit behandelten Proteine wurden 
ausschließlich 12 %-ige SDS-PAGE-Gele eingesetzt (Zusammensetzung siehe Tabelle 
17). Die Proteinproben wurden zunächst mit 6xSDS-Probenpuffer (Tabelle 8) ver-
setzt, für 10 Minuten bei 95 °C denaturiert und im Anschluss abzentrifugiert (3 min, 
RT, 15000 U∙min-1). Das in der SDS-Elektrophoreseapparatur mit 1xSDS-Elektro-
phoresepuffer (Tabelle 8) umgebene Gel wurde dann mit den denaturierten Proben 
und 5 µL des Proteinmarkers (2.1.2) beladen und mit 15 mA Stromstärke pro Gel 
betrieben, bis die Proteine sich an der Grenzfläche von Sammelgel und Trenngel 
gesammelt hatten (ca. 15 min). Die Elektrophorese wurde dann für ca. 1 h bei 30 mA 
pro Gel fortgeführt, bis die Bande des verwendeten Markers mit dem kleinsten 
Molekulargewicht das untere Ende des Gels erreichte. Die Gele wurden mit dem 
Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau über Nacht in Färbelösung inkubiert und am 
nächsten Tag mit Entfärbelösung wieder entfärbt (Tabelle 9). Da sich der Farbstoff an 
die basischen Seitenketten der Aminosäuren der Proteine anlagert, werden diese 
nicht entfärbt und die Proteine bleiben gefärbt. 
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Tabelle 17: Zusammensetzung des Sammel- und Trenngels der 12 %-igen SDS-PAGE-Gele (Volumen 
für 2 Gele). 
Sammelgel Volumen [mL] Trenngel Volumen [mL] 
ddH2O 2,8 ddH2O 3,3 
30 % Acrylamid Mix* (w/v) 0,66 30 % Acrylamid Mix* (w/v) 4,0 
1,5 M Tris-HCl (pH 8,8)** 0,5 1,5 M Tris-HCl (pH 6,8)** 2,5 
10 % SDS (w/v) 0,02 10 % SDS (w/v) 0,1 
10 % APS (w/v) 0,02 10 % APS (w/v) 0,1 
TEMED 0,016 TEMED 0,016 
*bestehend aus 37,5:1 Acrylamid:Bis-Acrylamid 
** Der pH wurde mit 1 M HCl eingestellt 
 
2.4 Enzymgekoppelter photometrischer Assay 
Zum Durchführen des enzymgekoppelten photometrischen Assay wurde immer ein 
Mastermix (Basiskomponenten siehe Tabelle 18) angesetzt und die fehlende Kom-
ponente in Wells einer Flat-Bottom-96-Well-Platte der Firma Greiner Bio-One GmbH 
(Kremsmünster, AUT) vorgelegt. Durch Zugabe des Mastermixes wurde dann die Re-
aktion gestartet, sofort bei 37 °C im Plattenleser FLUOstar® Omega der Firma BMG 
LABTECH (North Carolina, US) inkubiert und der Verlauf der Absorption bei 
λ = 512 nm gemessen. Alle bei diesem Assay verwendeten Stammlösungen sind in 
Tabelle 19 aufgeführt. 
Tabelle 18: Komponenten des Mastermixes des photometrischen Assays und deren 
Endkonzentration. 
Komponente Endkonzentration im Assay 
SAM 0,5 mM 
Methyltransferase 2 - 5 µM 
LAAO 0,14 U∙mL-1 
SAHN 3,5 µM 
HRP 0,3 U∙mL-1 
DHBS 1,5 mM 
4-AAP 1 mM 
MgCl2 200 µM 
Tris-HCl (pH 7,5) 50 mM 
 
 47 
 
 
Tabelle 19: Verwendete Stammlösungen für den photometrischen Assay. 
Komponente Zusammensetzung 
SAM 10 mM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
MT PFOMT: 162,18 µM in 50mM Kpi (pH 7,5), 5 % Glycerol 
BcOMT2: 351,67 µM in 50 mM Kpi (pH 7,5), 10 % 
Glycerol 
IEMT: 303,15 µM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 5 % 
Glycerol, 5 mM ß-ME 
SAH 1,25 mM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
H2O2 1,25 mM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
3,4-Dihydroxy-
acetophenon 1 
2,5 mM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
LAAO 27,9 U∙mL-1 in ddH2O 
SAHN 400,64 µM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 5 % Glycerol, 
5 mM ß-ME 
HRP 459,98 U∙mL-1 in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5)  
DHBS 15 mM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
4-AAP 10 mM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
MgCl2 2 mM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
 
 
2.4.1 Untersuchung des Einsatzes von SAHN in der Assay-Kaskade 
Zur Untersuchung des Einsatzes der SAHN wurde eine Standardgeraden mit SAH 
(0 – 100 µM Endkonzentration) durchgeführt. Dabei wurde die entsprechend nötige 
10-fache SAH-Konzentration in 10 µL Volumen in den Wells vorgegeben, die Reaktion 
durch Zugabe von 90 µL Mastermix (Tabelle 18, 3,5 µM PFOMT) gestartet und für 
120 Minuten inkubiert. Der Mastermix wurde einmal mit und einmal ohne SAHN 
angesetzt.  
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2.4.2 Bestimmung des reellen Extinktionskoeffizienten 
Der reelle Extinktionskoeffizient wurde nach 2.4.1 bestimmt, jedoch ohne die Zugabe 
einer Methyltransferase und durch Vorlegen der entsprechenden 10-fachen H2O2-
Konzentration (0 – 100 µM Endkonzentration). 
2.4.3 Standardgerade mit 3,4-Dihydroxyacetophenon 1 
Um eine Standardgerade mit dem Substrat 3,4-Dihydroxyacetophenon 1 zu erstellen, 
wurde nach 2.4.1 Verfahren, jedoch diesmal durch Vorlegen der entsprechenden 10-
fachen Substratkonzentration (0 – 250 µM Endkonzentration). 
 
2.5 Festphasen-Assay 
2.5.1 Allgemeine Durchführung 
Übernachtkulturen von E. coli M15pREP4 (2.1.5), mit dem Plasmid 
pQE30_PFOMT_WT (2.1.4) und mit dem Leerplasmid pQE30, wurden bis zu einer OD 
von ca. 4-6 inkubiert (2.3.1). Diese wurden dann um das 106-fache mit sterilem ddH2O 
verdünnt und 0,5 mL (ca. 2-3000 Zellen) auf einer Nylonmembran, die auf einer LB-
Agar-Platte lag, mit einem Drigalskispatel gleichmäßig ausgestrichen. Die Platten 
wurden für 37 °C im Brutschrank über Nacht inkubiert. Die Nylonmembranen 
wurden dann auf frische LB-Agar-Platten, welche zusätzlich 1 mM IPTG enthielten, 
transferiert und die Expression für 5 h bei 30 °C im Brutschrank durchgeführt. Die 
Membranen wurden dann sofort bei -20 °C eingefroren. In einer Glas-Petrischale 
wurde ein Filterpapier mit 1,7 mL Reaktionslösung (Tabelle 20) getränkt und die 
aufgetaute Nylonmembran auf das Filterpapier gelegt. Dies wurde dann bei 37 °C für 
2-20 h im Brutschrank inkubiert. Alle bei diesem Assay verwendeten Stammlösungen 
sind in Tabelle 21Tabelle 19 aufgeführt. 
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Tabelle 20: Komponenten der Reaktionslösung des Festphasen-Assays. 
Komponente Endkonzentration im Assay 
SAM 1 mM 
3,4-Dihydroxyacetophenon 1 0,5 mM 
LAAO 0,28 U∙mL-1 
SAHN 0,5 mg∙mL-1 
HRP 30 U∙mL-1 
DAB 0,5 mg∙mL-1 
Lysozym 0,5 mg∙mL-1 
MgCl2 200 µM 
Tris-HCl (pH 7,5) 50 mM 
 
 
Tabelle 21: Verwendete Stammlösungen für den Festphasen-Assay. 
Komponente Zusammensetzung 
SAM 10 mM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
3,4-Dihydroxy-
acetophenon 1 
50 mM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
LAAO 27,9 U∙mL-1 in ddH2O 
SAHN 10, 61 mg/mL (400,64 µM) in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 5 % 
Glycerol, 5 mM ß-ME 
HRP 459,98 U∙mL-1 in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5)  
DAB 20mg/mL in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
MgCl2 2 mM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
 
2.5.2 Untersuchung der Expression auf den Nylonmembranen mittel SDS-
PAGE 
20, 40 und 80 Kolonien, die auf der Nylonmembran gewachsen waren und bei denen 
die Expression mittels IPTG-Induktion durchgeführt wurde, wurden mit einem Zahn-
stocher von der Membran gekratzt und in Eppendorf-Röhrchen überführt. Die Zellen 
wurden dann in 20 µL ddH2O suspendiert und nach 2.3.6 mittels SDS-PAGE unter-
sucht.  
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2.5.3 Dialyse der Nylonmembranen 
Zur Dialyse der Nylonmembranen wurden diese nach der Induktion mit IPTG auf eine 
mit 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) und 0,4 % Agarose (w/v) gefüllte Petrischale gelegt und 
über Nacht bei 4 °C inkubiert.  
2.5.4 Durchführung mit DHBS/4-AAP als Farbreagenz 
Die Membranen wurden nach 2.5.3 dialysiert und das Assay wurde wie in 2.5.1 
durchgeführt, jedoch wurde das Farbreagenz DAB durch 1,5 mM DHBS und 1,0 mM 
4-AAP ersetzt. 
2.5.5 Durchführung mit CoCl2 und Imidazol 
Die Membranen wurden nach 2.5.3 dialysiert und das Assay wurde wie in 2.5.1 
durchgeführt, jedoch wurden zur Reaktionslösung 5 mM CoCl2 und 10 mM Imidazol 
hinzugegeben.  
2.5.6 Durchführung mit Hintergrundreduktion und Zugabe von CoCl2 und 
Imidazol 
Die Membranen wurden nach 2.5.3 dialysiert, dann 1 h auf einem mit Hintergrund-
reduktions-Lösung (Tabelle 22) getränktem Filterpapier bei Raumtemperatur inku-
biert und das Assay wie in 2.5.5 durchgeführt. 
 
Tabelle 22: Komponenten der Hintergrundreduktions-Lösung. 
Komponente Endkonzentration im Assay 
LAAO 0,28 U∙mL-1 
SAHN 0,5 mg∙mL-1 
HRP 30 U∙mL-1 
Tris-HCl (pH 7,5) 50 mM 
 
 
 
2.6 Biotransformationen 
Alle bei den Biotransformationen verwendeten Stammlösungen sind in Tabelle 23 
aufgeführt. 
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Tabelle 23: Verwendete Stammlösungen für die Biotransformationen. 
Komponente Zusammensetzung 
SAM 10 mM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
MT PFOMT: 162,18 µM in 50mM Kpi (pH 7,5), 5 % Glycerol 
BcOMT2: 351,67 µM in 50 mM Kpi (pH 7,5), 10 % 
Glycerol 
IEMT: 303,15 µM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 5 % 
Glycerol, 5 mM ß-ME 
Methionin-Analogon 20 mM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
ATP 10 mM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
Substrat 4 mM in DMSO 
KCl 300 mM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
DTT 10 mM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
hMAT2A/Variante hMAT2A_WT: 155,12 µM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 5 
% Glycerol, 5 mM ß-ME 
hMAT2A_I322A: 190,39 µM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 
5 % Glycerol, 5 mM ß-ME 
hMAT2A_I322V: 134,93 µM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 
5 % Glycerol, 5 mM ß-ME 
SAHN 400,64 µM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 5 % Glycerol, 
5 mM ß-ME 
MgCl2 2 mM oder 40 mM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
 
 
2.6.1 Biotransformationen für die Untersuchung der Substratspezifität von 
PFOMT-, BcOMT2- und IEMT-Wildtyp 
In 90 µL Gesamtvolumen wurden alle Komponenten (Tabelle 24) bis auf SAM in 
1,5 mL Eppendorf-Röhrchen vorgegeben. Die Reaktion wurde dann gleichzeitig durch 
Zugabe von 10 µL SAM (5 mM Stammlösung) gestartet und für 2 h bei 37 °C und 
180 U∙min-1 inkubiert. Anschließend wurde die Reaktion durch einen Hitzeschock für 
10 Minuten bei 95 °C gestoppt und die präzipitierten Proteine abzentrifugiert (15 
min, RT, 14000 U∙min-1). Der Überstand wurde in HPLC-Vials überführt und die 
Proben an der HPLC gemessen (Tabelle 39-1).  
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Tabelle 24: Komponenten der Biotransformationen für das Substrat-Screening. 
Komponente Endkonzentration im Assay 
Substrat 200 µM 
Methyltransferase 3,5 µM 
SAM 500 µM 
MgCl2* 400 µM 
Glycerin (v/v) 8 % 
Tris-HCl (pH 7,5) 100 mM 
*nur bei PFOMT und BcOMT2 
 
2.6.2 Biotransformationen für die Untersuchung der Regioselektivität der 
Wildtyp-Methyltransferasen 
Die Biotransformationen wurden wie in 2.6.1 durchgeführt, jedoch wurden hier alle 
Komponenten bis auf das Substrat in 95 µL Gesamtvolumen vorgegeben und die 
Reaktionen gleichzeitig durch Zugabe von 5 µL Substrat (4 mM Stammlösung) ge-
startet. Die Proben wurden dann an der HPLC gemessen (Tabelle 25). 
 
Tabelle 25: Untersuchte Substrate und dazugehörige Methoden-Nr. aus Tabelle 39 (Anhang). 
Substrat Methoden-Nr. 
3,4-Dihydroxybenzaldehyd 2 3 
3,4-Dihydroxyacetophenon 1 4 
3-Chloro-4,5-dihydroxybenzaldehyd 5 5 
3,4-Dihydroxy-5-nitrobenzaldehyd 4 6 
4-Nitrocatechol 14 7 
3,4-Dihydroxybenzoesäure 8 8 
Kaffeesäure 11 9 
3,4-Dihydroxy-L-phenylalanin 10 10 
6,7-Dihydroxycoumarin 31 11 
2,3-Dihydroxypyridin 17 12 
2,3-Dihydroxybenzoesäure 7 13 
2,4-Dihydroxybenzaldehyd 3 14 
2,8-Chinolindiol 28 15 
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2.6.3 Biotransformationen für die Untersuchung der Regioselektivität der 
PFOMT-Mutantenbibliothek 
Alle Komponenten (Tabelle 26) bis auf das Enzym wurden vorgegeben. Die Reaktion 
wurde dann durch Zugabe von 1 µM Enzym gestartet und für 2 h bei 37 °C und 
180 U∙min-1 inkubiert. Anschließend wurde die Reaktion durch einen Hitzeschock für 
15 Minuten bei 95 °C gestoppt und die präzipitierten Proteine abzentrifugiert (15 
min, 4 °C, 4000 U∙min-1). Der Überstand wurde in HPLC-Vials überführt und die 
Proben am HPLC gemessen (Tabelle 27). 
 
Tabelle 26: Komponenten der Biotransformationen für das Regioselektivitäts-Screening der 
Mutantenbibliothek. 
Komponente Endkonzentration im Assay 
Substrat 500 µM 
Methyltransferase 1 µM 
SAM 1 mM 
MgCl2 400 µM 
Tris-HCl (pH 7,5) 50 mM 
 
Tabelle 27: Untersuchte Substrate und dazugehörige Methoden-Nr. aus Tabelle 39 (Anhang). 
Substrat Methoden-Nr. 
3,4-Dihydroxybenzaldehyd 2 3 
3,4-Dihydroxyacetophenon 1 4 
3-Chloro-4,5-dihydroxybenzaldehyd 5 5 
3,4-Dihydroxy-5-nitrobenzaldehyd 4 6 
4-Nitrocatechol 17 7 
3,4-Dihydroxybenzoesäure 8 8 
Kaffeesäure 11 9 
3,4-Dihydroxy-L-phenylalanin 10 10 
6,7-Dihydroxycoumarin 31 11 
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2.6.4 Biotransformationen für die Untersuchung der Methionin-Analoga Ak-
zeptanz von hMAT2A und dessen Varianten 
In 90 µL Gesamtvolumen wurden alle Komponenten (Tabelle 28) bis auf das 
Methionin-Analogon vorgegeben. Die Reaktion wurde dann durch Zugabe von 10 µL 
Methionin-Analogon (20 mM Stammlösung) gestartet und für 24 h bei 37 °C und 
180 U∙min-1 inkubiert. Anschließend wurde die Reaktion durch einen Hitzeschock für 
30 Minuten bei 95 °C gestoppt und die präzipitierten Proteine abzentrifugiert 
(15 min, 4 °C, 14000 U∙min-1). Der Überstand wurde in HPLC-Vials überführt und die 
Proben an der HPLC gemessen (Tabelle 39-16). 
 
Tabelle 28: Komponenten der Biotransformationen für das Screening der hMAT2A-
Mutantenbibliothek mit Methionin-Analoga. 
Komponente Endkonzentration im Assay 
Methionin-Analogon 2 mM 
hMAT2A/Variante 5 µM 
ATP 1 mM 
MgCl2 5 mM 
KCl 50 mM 
Tris-HCl (pH 7,5) 50 mM 
 
2.6.5 Biotransformationen für die Untersuchung der SAM-Analoga Akzeptanz 
der Wildtyp-Methyltransferasen PFOMT, BcOMT2 und IEMT 
In 90 µL Gesamtvolumen wurden alle Komponenten (Tabelle 29) bis auf das 
Methionin-Analogon vorgegeben. Die Reaktion wurde dann durch Zugabe von 10 µL 
Methionin-Analogon (20 mM Stammlösung) gestartet und für 23 h bei 37 °C und 
180 U∙min-1 inkubiert. Anschließend wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 µL 
Methanol gestoppt und die präzipitierten Proteine abzentrifugiert (15 min, 4 °C, 
14000 U∙min-1). Der Überstand wurde in HPLC-Vials überführt und die Proben an der 
HPLC gemessen (Tabelle 39-1).  
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Tabelle 29: Komponenten der Biotransformationen für das Screening der Wildtyp-
Methyltransferasen PFOMT, BcOMT2 und IEMT in Kombination mit dem hMAT2A-Wildtyp, welcher 
mit ausgesuchten Methionin-Analoga die entsprechenden SAM-Analoga in situ biosynthetisiert. 
Komponente Endkonzentration im Assay 
Methionin-Analogon 2 mM 
hMAT2A/Variante 5 µM 
ATP 1 mM 
MT 10 µM 
Substrat 100 µM 
MgCl2 5 mM 
KCl 50 mM 
Tris-HCl (pH 7,5) 50 mM 
 
2.6.6 Biotransformationen für die Untersuchung der SAM-Analoga Akzeptanz 
der PFOMT-Mutantenbibliothek 
In 95 µL Gesamtvolumen wurden alle Komponenten (Tabelle 30) bis auf das Methio-
nin-Analogon vorgegeben. Die Reaktion wurde dann durch Zugabe von 5 µL Methio-
nin-Analogon (20 mM Stammlösung) gestartet und für 20-23 h bei 37 °C und 
180 U∙min-1 inkubiert. Anschließend wurde die Reaktion durch einen Hitzeschock für 
10 Minuten bei 95 °C gestoppt und die präzipitierten Proteine abzentrifugiert (15 
min, 4 °C, 14000 U∙min-1). Der Überstand wurde in HPLC-Vials überführt und die Pro-
ben an der HPLC gemessen (Tabelle 39-18). 
Tabelle 30: Komponenten der Biotransformationen für das Screening der PFOMT-Varianten in 
Kombination mit den hMAT2A-Varianten, welche mit den Methionin-Analoga die entsprechenden 
SAM-Analoga in situ biosynthetisieren. 
Komponente Endkonzentration im Assay 
Methionin-Analogon 1 mM 
hMAT2A/Variante 1 µM 
ATP 1 mM 
PFOMT/Variante 1 µM 
Substrat 200 µM 
MgCl2 5 mM 
KCl 50 mM 
Tris-HCl (pH 7,5) 50 mM 
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2.6.7 Biotransformationen für den Nachweis der Produktbildung bei der 
Umsetzung von PFOMT mit SAM-Analoga 
In 180 µL Gesamtvolumen wurden alle Komponenten (Tabelle 31) bis auf das 
Methionin-Analogon vorgegeben. Die Reaktion wurde dann durch Zugabe von 20 µL 
Methionin-Analogon (20 mM Stammlösung) gestartet und für 24 h bei 37 °C und 
600 U∙min-1 in einem Thermomixer comfort der Firma Eppendorf (Hamburg, DE) 
inkubiert. Anschließend wurde die Reaktion durch Zugabe von 400 µL MTBE 
gestoppt, 1 min gevortext und abzentrifugiert (15 min, 4 °C, 14000 U∙min-1). Die 
MTBE-Phase wurde in neue Eppendorf-Röhrchen überführt und das MTBE im 
Vakuum bei 40 °C evakuiert. Die Extraktion wurde zweimal durchgeführt. Dann 
wurden 75 µL MeOH:ddH2O (1:1) hinzugegen und 1 min gevortext. Die Lösung wurde 
zum Schluss in HPLC-Vials überführt und die Proben an der HPLC gemessen (Tabelle 
39-19).  
 
Tabelle 31: Komponenten der Biotransformationen für den Nachweis der Produkte der Umsetzung 
des PFOMT-Wildtyps in Kombination mit dem hMAT2A-Wildtyp, welcher mit den Methionin-Analoga 
die entsprechenden SAM-Analoga in situ biosynthetisieren. 
Komponente Endkonzentration im Assay 
Methionin-Analogon 2 mM 
hMAT2A 5 µM 
ATP 1 mM 
PFOMT 10 µM 
Substrat 200 µM 
MgCl2 4 mM 
SAHN 5 µM 
DTT 1 mM 
KCl 30 mM 
Tris-HCl (pH 7,5) 50 mM 
 
2.6.8 Biotransformationen für die Untersuchung der PFOMT-IEMT gekoppel-
ten one-pot Alkylierung von 3,4-Dihydroxyacetophenon 1 
In 160 µL Gesamtvolumen wurden alle Komponenten (Tabelle 32) bis auf die 
Methionin-Analoga vorgegeben. Die Reaktion wurde dann durch Zugabe von 20 µL 
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Ethionin und 20 µL Allyl-Analogon (20 mM Stammlösung) gestartet und für 18 h bei 
37 °C und 600 U∙min-1 in einem Thermomixer inkubiert. Anschließend wurde die 
Reaktion durch einen Hitzeschock für 10 Minuten bei 95 °C gestoppt und die 
präzipitierten Proteine abzentrifugiert (15 min, 4 °C, 14000 U∙min-1). Der Überstand 
wurde in ein neues Eppendorf-Röhrchen überführt und erneut alle Enzyme in 
gleicher Konzentration hinzugegeben. Die Reaktion wurde dann für weitere 18 h bei 
37 °C und 600 U∙min-1 in einem Thermomixer inkubiert. Dieser Schritt wurde erneut 
durchgeführt, jedoch diesmal wurde neben den Enzymen auch das Substrat in 
gleicher Konzentration erneut zugegeben und die Reaktion für weitere 2 h bei 37 °C 
und 600 U∙min-1 in einem Thermomixer inkubiert. Die Reaktion wurde wieder mittels 
Hitzeschock gestoppt und abzentrifugiert. Der Überstand wurde zum Schluss in 
HPLC-Vials überführt und die Proben an der HPLC gemessen (Tabelle 39-20).  
 
Tabelle 32: Komponenten der Biotransformationen für die PFOMT-IEMT gekoppelte one-pot 
Alkylierung von 3,4-Dihydroxyacetophenon 1. 
Komponente Endkonzentration im Assay 
Ethionin 2 mM 
Allyl-Analogon 2 mM 
hMAT2A 5 µM 
ATP 1 mM 
PFOMT_F3D 5 µM 
IEMT 5 µM 
Substrat 200 µM 
MgCl2 5 mM 
SAHN 5 µM 
KCl 50 mM 
Tris-HCl (pH 7,5) 50 mM 
 
2.7 NMR-Spektroskopie 
Für die Charakterisierung der synthetisierten und semipräparativ gereinigten 
Methionin-Analoga wurde die NMR-Spektroskopie eingesetzt. Es wurden 1H- und 
13C-NMR-Spektren mit einem Bruker Avance 500 Spektrometer bei 250 oder 
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500 MHz aufgezeichnet. Die chemische Verschiebung (δ) wurde in parts per million 
(ppm) angegeben und ist bezogen auf den internen Standard Tetramethylsilan 
(δ = 0 ppm). 
 
2.8 Chemische Synthesen 
2.8.1 Darstellung von SAM-Analoga 49, 50 und 51[90] 
 
 
 
SAH (40 mg, 0,1 mmol, 1 eq.) wurde in einem 25 mL Rundkolben in 2 mL Ameisen-
säure gelöst. Silbertriflat (80 mg, 0,3 mmol, 3 eq.) und das Alkylhalogenid (6 mmol, 
60 eq.; Crotylbromid für 49, Benzylbromid für 50 und 2-Brompropan für 51) wurden 
hinzugegeben und die Reaktion für ca. 20-24 h bei Raumtemperatur gerührt. Dann 
wurde erneut Silbertriflat (40 mg, 0,15 mmol, 1,5 eq.) und das Alkylhalogenid (3 
mmol, 30 eq.) hinzugegeben und die Lösung bei Raumtemperatur so lange gerührt bis 
keine SAH-Abnahme mehr mittels HPLC-Analyse nachweisbar war. Zum Aufarbeiten 
wurden 10 mL demin. Wasser hinzugegeben und drei Mal mit 15 mL Diethylether das 
restliche Alkylhalogenid extrahiert. Die wässrige Phase wurde dann noch durch einen 
Filter (0,2 µm Porenvolumen) gefiltert und gefriergetrocknet. Da mittels HPLC nur 
sehr geringe Mengen an Produkt nachweisbar waren, wurden keine Ausbeuten 
bestimmt. 
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2.8.2 Darstellung von L-Homocystein[108] 
 
 
L-Methionin (8,65 g, 58 mmol) wurde in einem 500 ml Dreihals-Rundkolben 
vorgelegt. Der Kolben wurde mit Ammoniak-Gas geflutet und dann wurden 200 mL 
Ammoniak im Kolben kondensiert. Natrium (~3,5 g) wurde in Portionen von maximal 
0,5 g hinzugegeben, bis die tiefblaue Farbe der Lösung für länger als eine Minute 
bestehen blieb. Dann wurde Ammoniumchlorid zugegeben, bis die Farbe wieder 
verschwand. Der Kolben wurde dann über Nacht bei Raumtemperatur offen stehen 
gelassen, so dass der Ammoniak verdampfen konnte. Am nächsten Tag wurde mit 
Argon gespült um das restliche Ammoniak-Gas aus dem Kolben zu entfernen und der 
Rückstand wurde in sauerstofffreiem Wasser (100 ml) aufgenommen. Der pH wurde 
mit konz. Salzsäure auf 6-6,5 eingestellt. Nach Zugabe von sauerstofffreiem Ethanol 
(200 ml) wurde das Lösungsmittel evakuiert und L-Homocystein (Ausbeute 87 %) als 
weißer Feststoff gewonnen, welcher bei -18 °C unter Argon gelagert wurde. 
 
ESI-MS: (m/z+1H) = 136.04 
1H-NMR (250 MHz, D2O): δ (ppm) = 3.7-3.8 (m, 1H), 2.4-2.6 (m, 2H), 1.9-2.1 (m, 2H). 
13C-NMR (250 MHz, D2O): δ (ppm) = 174.3 (C-1), 53.6 (C-2), 34.6 (C-3), 19.8 (C-4). 
 
2.8.3 Darstellung des Ethyl-Analogon 54 von Methionin[94] 
 
 
L,L-Homocystin (0,2 g, 0,75 mmol) wurde in THF (40 mL) unter Stickstoffatmosphäre 
gelöst und Iodethan (0,24 mL, 3 mmol) wurde unter Rühren bei Raumtemperatur 
langsam zugegeben. Eine Lösung aus NaBH4 (0,227 g, 6 mmol) in 0,12 M NaOH/H2O 
(15 mL) wurde mit einer Spritze tropfenweise zugegeben. Die Reaktion wurde für 5 h 
bei Raumtemperatur gerührt und dann der pH mit 1 M HCl auf 5-7 eingestellt. Das 
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Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der weiße Feststoff via semipräparati-
ver HPLC gereinigt (Tabelle 40-1). Es wurde ein weißer Feststoff (25,47 mg, 10 % 
Ausbeute) erhalten. 
 
ESI-MS: (m/z+1H) = 164.07 
1H-NMR (500 MHz, D2O): δ (ppm) = 3.87 (t, 1H), 2.5-2.7 (m, 4H), 2.1-2.3 (m, 2H), 1.23 
(t, 3H). 
13C-NMR (500 MHz, D2O): δ (ppm) = 173.4 (C-1), 53.2 (C-2), 29.9 (C-3), 26.0 (C-4), 
24.8 (C-5), 13.7 (C-6). 
 
2.8.4 Darstellung von 1-Azido-2-bromethan[94] 
 
 
 
Dibromethan (3 g, 16 mmol) wurde in CH2Cl2 (60 mL) gelöst und unter Rühren 
nBu4NHSO4 (2,71 g, 8 mmol) und NaN3 (0,83 g, 12,8 mmol) langsam zugegeben. 
Danach wurde gesättigte NaHCO3-Lösung (60 mL) zugegeben und die Reaktion für 2 h 
gerührt. Die organische Lösung wurde dann mit demin. Wasser (60 mL) und 
Kochsalzlösung (60 mL) gewaschen und im Anschluss über Na2SO4 getrocknet. Das 
Lösungsmittel wurde vorsichtig im Vakuum entfernt und die bräunliche Lösung ohne 
weitere Reinigung bei -20 °C gelagert. 
 
2.8.5 Darstellung des Ethylazid-Analogon 53 von Methionin[94] 
 
 
L,L-Homocystin (0,2 g, 0,75 mmol) wurde zu 40 mL flüssigem Ammoniak bei -78 °C 
gegeben und bis zum vollständigen Lösen gerührt. Natrium (0,07 g, 3,04 mmol) 
wurde in kleinen Portionen zugegeben, bis die tiefblaue Farbe für mindestens 1 
Minute bestehen blieb. Dann wurde das gesamte, unaufgereinigte 1-Azido-2-
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bromethan aus 2.8.4 zugegeben und die Reaktion wurde langsam auf 
Raumtemperatur erwärmt. Nach dem kompletten Verdampfen des Ammoniaks 
wurde der Rückstand in demin. Wasser (10 mL) aufgenommen und der pH mit 1 M 
HCl auf 5-7 eingestellt Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der 
bräunliche, ölige Rückstand bei -20 °C gelagert. Da Azide beim Aufkonzentrieren 
explosiv reagieren können, wurde keine weitere Reinigung durchgeführt und das 
Rohprodukt für die weiteren Experimente verwendet. Das Vorhandensein des Pro-
duktes wurde mittels HPLC nachgewiesen (Tabelle 39-2). 
 
ESI-MS: (m/z+1H) = 205.07 
2.8.6 Darstellung des Propargyl-Analogon 52 von Methionin[94] 
 
 
L,L-Homocystin (0,2 g, 0,75 mmol) wurde zu 40 mL flüssigem Ammoniak bei -78 °C 
gegeben und bis zum vollständigen Lösen gerührt. Natrium (0,07 g, 3,04 mmol) 
wurde in kleinen Portionen zugegeben, bis die tiefblaue Farbe für mindestens 1 
Minute bestehen blieb. Dann wurde Propargylbromid (0,18 g, 1,5 mmol) zugegeben 
und die Reaktion wurde langsam auf Raumtemperatur erwärmt. Nach dem 
kompletten Verdampfen des Ammoniaks wurde der Rückstand in demin. Wasser 
(10 mL) aufgenommen und der pH mit 1 M HCl auf 5-7 eingestellt Das Lösungsmittel 
wurde im Vakuum entfernt und der weiße Feststoff via semipräparativer HPLC 
gereinigt (Tabelle 40-2). Es wurde ein weißer Feststoff (75,68 mg, 29 % Ausbeute) 
erhalten. 
 
ESI-MS: (m/z+1H) = 174.05 
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2.8.7 Darstellung des Nitril-Analogon 56 von Methionin[94] 
 
L-Homocystein (2.8.2)(400 mg, 2,96 mmol) wurde in Aceton (40 mL) vorgelegt. Unter 
Rühren wurde Kaliumcarbonat (818 mg, 5,92 mmol) und Bromacetonitril (412 µL, 
710 mg, 5,92 mmol) zugegeben und das Reaktionsgemisch für 45 h bei Raum-
temperatur gerührt. Das Aceton wurde unter Vakuum entfernt und der weiße Fest-
stoff via semipräparativer HPLC gereinigt (Tabelle 40-3). Es wurde ein weißer 
Feststoff (20,89 mg, 8 % Ausbeute) erhalten. 
 
ESI-MS: (m/z+1H) = 175.05 
2.8.8 Darstellung des Allyl-Analogon 55 von Methionin[94]  
 
L-Homocystein (2.8.2)(400 mg, 2,96 mmol) wurde in Aceton (40 mL) vorgelegt. Unter 
Rühren wurde Kaliumcarbonat (818 mg, 5,92 mmol) und Allylbromid (512 µL, 
716 mg, 5,92 mmol) zugegeben und das Reaktionsgemisch für 45 h bei 
Raumtemperatur gerührt. Das Aceton wurde unter Vakuum entfernt und der weiße 
Feststoff via semipräparativer HPLC gereinigt (Tabelle 40-4). Es wurde ein weißer 
Feststoff (20,06 mg, 3,9 % Ausbeute) erhalten. 
 
ESI-MS: (m/z+1H) = 176.07 
 
1H-NMR (500 MHz, D2O): δ (ppm) = 5.8-5.9 (m, 1H), 5.1-5.3 (m, 2H), 3.84 (t, 1H), 3.23 
(d, 2H), 2,5-2.7 (m, 2H), 2,0-2.1 (m, 2H) 
13C-NMR (500 MHz, D2O): δ (ppm) = 174.1 (C-1), 133.8 (C-6), 130.9 (C-7), 53.9 (C-2), 
33.4 (C-5), 31.0 (C-3), 25.3 (C-4). 
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2.9 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) 
2.9.1 Analytische HPLC 
Für die Analytik wurde Umkehrphasen-HPLC durchgeführt. Es wurde ein Agilent 
1260 Infinity HPLC-System (Santa Clara, US) ausgestattet mit einem HiP-Degasser 
G4225A, einer binären Pumpe G1312B, einem Autosampler HiP-ALS G1367E, einem 
Detektor DAD G1315D und einem ESI-MS G6130B verwendet. Die verwendeten 
Säulen, Laufmittel und Methoden sind in Tabelle 39 (siehe Anhang) aufgeführt. 
 
2.9.2 Semipräparative HPLC 
Für die Reinigung der Methionin-Analoga wurde semipräparative Umkehrphasen-
HPLC durchgeführt. Es wurde ein Agilent 1200 HPLC-System (Santa Clara, US) 
ausgestattet mit einem Degasser G1322A, einer quaternären Pumpe G1311A, einem 
Autosampler HiP-ALS G1367B, einem Detektor DAD G1315D und einem analytischen 
Fraktionssammler G1364C verwendet. Die Syntheseprodukte der Methionin-Analoga 
aus 2.8 wurden in ddH2O (versetzt mit 0,1 % Ameisensäure) gelöst, der pH mit 1 M 
HCl auf 3 eingestellt und dann in Volumina von 100-1000 µL ins HPLC-System 
(ausgestattet mit einem 1400 µL Loop) eingespritzt. Die dafür verwendeten Säulen, 
Laufmittel und Methoden sind in Tabelle 40 (siehe Anhang) aufgeführt. 
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3 Ergebnisse 
Die vorliegende Arbeit behandelt zum einen die Untersuchung des Substrat-
spektrums und der Regioselektivität der drei O-Methyltransferasen PFOMT aus 
Mesembryanthemum crystallinum, BcOMT2 aus Bacillus cereus und IEMT aus Clarkia 
breweri und zum anderen die Untersuchung der Alkyl-Donor Akzeptanz, und damit 
das Alkylierungspotential, derselben Enzyme.  
3.1 Untersuchung des Substratspektrums der Methyltransferasen 
PFOMT, BcOMT2 und IEMT 
3.1.1 Klonierung, Expression und Reinigung von PFOMT, BcOMT2 und IEMT 
3.1.1.1 PFOMT 
Das PFOMT Wildtyp Gen in dem Plasmid pQE30 wurde freundlicherweise von Dr. 
Thomas Vogt (Stoffwechsel- und Zellbiologie, Leibniz-Institut für Pflanzenbiochemie 
Halle (Saale)) zur Verfügung gestellt. Das Plasmid wurde bereits transformiert in den 
Expressionsstamm E. coli M15pREP4 als Ausstrich auf einer LB-Agar Platte zugestellt. 
Die Expression wurde nach 2.3.2.1 in E. coli M15pREP4 durchgeführt. Die Reinigung 
der Proteine nach Zellaufschluss erfolgte durch Immobilisierte-Metallionen-
Affinitätschromatographie (IMAC). Es wurden dabei zwei verschiedene Methoden 
getestet. Als erstes wurde die Reinigung mit Ni2+-Affinitätschromatographie mit einer 
HisTrapTM HP Säule von GE Healthcare an der ÄKTA nach 2.3.4.1 durchgeführt. Das 
Enzym konnte damit in einer Reinheit von >95 % (Abbildung 12) gewonnen werden. 
Als zweites wurde die Reinigung über HisGraviTrap™ TALON®-Säulen von GE 
Healthcare, welche Co2+-Metallionen zur Bindung des Histidin-Tags verwenden, 
durchgeführt (2.3.4.1). Dabei konnte ebenfalls eine Reinheit von >95 % erreicht 
werden. Die Proteinkonzentration wurde mittels BCA-Assay (2.3.5.1) und photo-
metrische (2.3.5.2) bestimmt und betrug 4,5 mg/mL. Beide Methoden eignen sich zur 
Reinigung der Enzyme, jedoch ist die Verwendung der TALON®-Säulen zeitsparender 
und ermöglicht das Reinigen mehrerer Enzyme bzw. Varianten parallel. Aus diesem 
Grund wurden im weiteren Verlauf der Arbeit nur noch die TALON®-Säulen 
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verwendet. Alle Mutanten von PFOMT konnten auf dieselbe Weise exprimiert und 
gereinigt werden. 
 
Abbildung 12: 12 % SDS-PAGE-Gel der Expression (PFOMT in Spur 1-5 zu t = 0, 1, 2, 3, 4 h) und 
Reinigung von PFOMT mittels ÄKTA (Spur 6). PFOMT hat ein Molekulargewicht von ca. 28 kDa. (M = 
Marker). Zur besseren Visualisierung wurden die Spuren mehrerer Gele zusammengeführt 
(vollständige Gele siehe Anhang). 
 
3.1.1.2 BcOMT2 
Das BcOMT2 Wildtyp Gen wurde von der Firma Geneart synthetisiert und in deren 
Standardplasmid pMA geliefert. Das Gen wurde mittels PCR (2.2.6) vervielfältigt und 
dabei eine Bindestelle für das Restriktionsenzym BamHI eingeführt. Anschließend 
wurde die erhaltene DNA und das Plasmid pQE30 mit den Restriktionsenzymen 
BamHI und HindIII verdaut, gereinigt und ligiert (2.2.10). Das Plasmid wurde in den 
Expressionsstamm E. coli M15pREP4 transformiert (2.2.5) und die Expression nach 
2.3.2.1 durchgeführt. Die Reinigung wurde mittels IMAC mit HisGraviTrap™ TALON®-
Säulen durchgeführt (Abbildung 13). Die Reinheit betrug >95 % und die Proteinkon-
zentration (BCA-Assay 2.3.5.1) lag bei 9,5 mg/mL. 
 
Abbildung 13: 12 % SDS-PAGE-Gel der Expression (Spur 1-3 zu t = 0, 4, 21 h) und Reinigung von 
BcOMT2 mittels TALON®-Säulen (Spur 4). BcOMT2 hat ein Molekulargewicht von ca. 26 kDa. (M = 
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Marker). Zur besseren Visualisierung wurden die Spuren mehrerer Gele zusammengeführt 
(vollständige Gele siehe Anhang). 
 
3.1.1.3 IEMT 
Das IEMT Wildtyp Gen in dem Plasmid pET28a(+) wurde freundlicherweise von Prof. 
Eran Pichersky (Department of Molecular, Cellular and Developmental Biology, 
University of Michigan) zur Verfügung gestellt. Das Plasmid wurde in den Expres-
sionsstamm E. coli BL21 (DE3) transformiert (2.2.5) und die Expression nach 2.3.2.2 
durchgeführt. Die Reinigung wurde mittels IMAC mit HisGraviTrap™ TALON®-Säulen 
durchgeführt (Abbildung 14). Die Reinheit betrug >95 % und die Proteinkon-
zentration (BCA-Assay 2.3.5.1) lag bei 12,8 mg/mL. 
 
Abbildung 14: 12 % SDS-PAGE-Gel der Expression (Spur 1-2 zu t = 0, 21 h) und Reinigung von IEMT 
mittels TALON®-Säulen (Spur 3). IEMT hat ein Molekulargewicht von ca. 40 kDa. (M = Marker). Zur 
besseren Visualisierung wurden die Spuren mehrerer Gele zusammengeführt (vollständige Gele siehe 
Anhang). 
 
3.1.2 Assay Entwicklung 
Wie in 1.4 bereits beschrieben, gibt es verschiedene Ansätze die Aktivität von 
Methyltransferasen zu bestimmen. Da in der vorliegenden Arbeit ein großes Spek-
trum an Substraten auf Aktivität untersucht werden sollte, war es nötig einen Assay 
zu entwickeln, der ein schnelles, sensitives und substratunabhängiges Screening 
ermöglicht. Des Weiteren sollte ein photometrischer Assay zur einfachen Aufnahme 
von kinetischen Parametern am Plattenleser entwickelt werden. Letzterer basiert auf 
der Bildung eines Farbstoffes und sollte daher auch in ein Festphasen-Assay zum 
Screening einer größeren Mutantenbibliothek übertragen werden. 
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3.1.2.1 HPLC Assay 
Für die Bestimmung der Aktivität der ausgewählten Methyltransferasen mit einer 
großen Anzahl verschiedener Substrate wurde eine indirekte Messung der Aktivität 
mittels HPLC gewählt. Dies hat den Vorteil, dass hierbei auch sehr geringe Aktivitäten 
bestimmt werden können und die Ergebnisse gut reproduzierbar sind. Der Assay 
beruht dabei auf der in Schema 1 gezeigten Reaktion. Dabei wird SAM bei jeder Trans-
methylierung zu SAH umgesetzt. Da alle verwendeten Methyltransferasen in dieser 
Arbeit auf dieser Reaktion beruhen, kann durch die Messung der SAH Konzentration 
die Aktivität der Enzyme, unabhängig vom verwendeten Substrat, bestimmt werden.  
Zur Messung wurde eine C18-Säule und als Laufmittel bidestilliertes Wasser und 
Acetonitril, beide mit 0,1 % Trifluoressigsäure (TFA) versetzt, verwendet (Tabelle 
39-1). Das Chromatogramm einer Beispielmessung ist in Abbildung 15 gezeigt. SAH 
hat eine Retentionszeit von 3,2 Minuten und die Gesamtdauer der Methode beträgt 
lediglich 9 Minuten.  
 
Abbildung 15: Beispiel einer Messung der Biotransformation von PFOMT mit 3,4-
Dihydroxyacetophenon 1. DAD-Signal bei λ = 254 nm. (SAM: tR = 1,8 min; MTA: tR = 3,5, min; 3-
Methoxy-4-hydroxyacetophenon: tR = 3,9 min). 
 
Zur quantitativen Bestimmung von SAH, dass bei den Biotransformationen entsteht, 
wurde eine Standardgerade erstellt (Abbildung 16). Hierzu wurde eine 10 mM SAH 
Stammlösung auf Konzentrationen zwischen 0 und 500 µM in Triplikaten verdünnt 
und diese mittels HPLC-DAD mit der oben beschriebenen Methode vermessen. Das 
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Bestimmungsmaß beträgt nahezu 1, weshalb hier von einem linearen Zusammenhang 
zwischen Peakfläche und SAH Konzentration ausgegangen werden kann. 
 
Abbildung 16: SAH Standardgerade. Dreifachbestimmung der Peakfläche bei λ = 254 nm für SAH 
Konzentrationen zwischen 0 und 500 µM in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5). 
 
3.1.2.2 Enzymgekoppelter photometrischer Assay 
Die Kinetik der Methyltransferasen mittels HPLC zu verfolgen ist sehr aufwendig, da 
die enzymatische Reaktion zu mehreren Zeitpunkten gestoppt und die Proben dann 
über mehrere Stunden gemessen werden müssen. Dabei kann nur eine geringe Anzahl 
an Messpunkten bestimmt werden. Ein Assay, bei dem photometrisch die Absorption 
eines Farbstoffes mit dessen ansteigender Konzentration verfolgt wird, bietet eine 
wesentlich genauere Betrachtung des Reaktionsverlaufs. Zudem können viele 
Reaktionen parallel in kleinen Volumina von 50-100 µL in 96-Well-Platten angesetzt 
und an einem Plattenleser vermessen werden. Auch bei diesem Assay bietet es sich 
an, nicht direkt das Reaktionsprodukt der Methylierung zu bestimmen, sondern das 
bei jeder Transmethylierung mittels einer Methyltransferase entstehende SAH. Somit 
ist ein Substrat unabhängiges Betrachten mehrerer Reaktionen mit unterschiedlichen 
Substraten möglich. Da jedoch das Absorptionsspektrum von SAH dasselbe ist wie das 
von SAM, kann die Zunahme der SAH Konzentration nicht direkt photometrisch 
untersucht werden. Es muss also eine Folgereaktion zur selektiven Bildung eines 
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Farbstoffes genutzt werden. Dazu wurde die in Schema 10 gezeigte Kaskade 
entwickelt. 
 
Schema 10: Enzymkaskade des photometrischen Assays zum Verfolgen des Reaktionsverlaufes von 
Methyltransferasen. X = Nukleophil, MT = Methyltransferase, SAHN = SAH Nukleosidase, LAAO = L-
Aminosäure Oxidase, HRP = Meerrettichperoxidase, DHBS = 3,5-Dichloro-2-hydroxy-
benzolsulfonsäure, 4-AAP = 4-Aminoantipyrin. 
 
Das bei der Transmethylierung gebildete SAH wird mit Hilfe der SAH Nukleosidase 
(SAHN) aus Escherichia coli hydrolytisch zu Adenin und S-Ribosyl-L-homocystein 
gespalten. Letzteres wird wiederum mit der L-Aminosäure Oxidase (LAAO) aus 
Crotalus adamanteus zum entsprechenden Keton oxidiert. Hierbei entsteht Wasser-
stoffperoxid, das mit der Meerrettichperoxidase HRP reduziert wird und dabei 3,5-
Dichloro-2-hydroxy-benzolsulfonsäure/4-Aminoantipyrin oxidiert. Der daraus ent-
stehende Farbstoff hat ein Absorptionsmaximum bei λ = 512 nm. Die Bildung von SAH 
kann somit am Plattenleser verfolgt werden. 
 
 
70 
 
Die für das Assay benötigten Enzyme LAAO und HRP sind kommerziell erhältlich und 
wurden daher von Sigma-Aldrich bezogen. Das SAHN Wildtyp Gen in dem Plasmid 
pET28a(+) wurde freundlicherweise von Prof. Jon Thorson (Center for Pharma-
ceutical Research and Innovation, College of Pharmacy, University of Kentucky) zur 
Verfügung gestellt. Das Plasmid wurde in den Expressionsstamm E. coli BL21 (DE3) 
transformiert (2.2.5) und die Expression nach 2.3.2.3 durchgeführt. Die Reinigung 
wurde mittels IMAC mit HisGraviTrap™ TALON®-Säulen durchgeführt (2.3.4.3). Die 
Reinheit betrug >95 % und die Proteinkonzentration (2.3.5.1) lag bei 10,6 mg/mL. 
Deren Aktivität wurde folgendermaßen verifiziert: durch Inkubation einer SAH 
Standardlösung mit der gereinigten SAHN über 2 h und anschließender Messung der 
Probe mittels LC-MS (Tabelle 39-2), konnte gezeigt werden, dass bereits nach 15 
Minuten Inkubation das SAH vollständig hydrolysiert wurde (Abbildung 17).  
 
Abbildung 17: Nachweis der SAHN Aktivität mittels LC-MS. Oben: Chromatogramm des SAH 
Standards. Unten: Chromatogramm nach 15 Minuten Inkubation von SAH mit SAHN. (blau = SAH mit 
tR = 2,8 min, grün = S-Ribosyl-L-homocystein mit tR = 2,6 min, rot = Adenin mit tR = 2,7 min). 
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Zur Entwicklung des Assays wurden die im Folgenden beschriebenen Untersuch-
ungen nach 2.4 in 96-Well-Platten durchgeführt. Dabei wurde mit einem Spektro-
meter die Absorption bei λ = 512 nm über die Zeit gemessen. Es wurden Zweifach-
bestimmungen durchgeführt. Da im Assay die LAAO verwendet wird, wurde zunächst 
untersucht, ob diese auch das Homocystein in der Struktur von SAH direkt oxidieren 
kann, ohne dass dies vorher mit der SAHN hydrolysiert wird. Es wurden SAH 
Konzentrationen von 0 bis 100 µM vorgegeben und die Reaktion mit den restlichen 
Assaykomponenten durch Zugabe eines Mastermixes, einmal mit und einmal ohne 
SAHN, gestartet (2.4.1). In Abbildung 18 und Abbildung 19 ist der zeitliche Verlauf der 
beiden Ansätze gezeigt. Es ist sehr gut erkennbar, dass die Reaktion mit SAHN bereits 
nach ca. 60 Minuten beendet ist und ein Plateau erreicht wird. Die Reaktion ohne 
SAHN ist deutlich langsamer und hat nach ca. 75 Minuten noch kein Plateau erreicht.  
 
 
Abbildung 18: Überlagerte Chromatogramme des photometrischen Assays mit Zugabe von SAHN.  
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Abbildung 19: Überlagerte Chromatogramme des photometrischen Assays ohne Zugabe von SAHN. 
 
Zum Bestimmen der Linearität des Assays wurden die Werte der optischen Dichte der 
Reaktion (mit SAHN) nach 1 h über die SAH Konzentration aufgetragen (Abbildung 
20). Dabei konnte ein linearer Zusammenhang zwischen optischer Dichte und SAH 
Konzentration mit einem Bestimmungsmaß von nahezu 1 nachgewiesen werden. 
 
 
Abbildung 20: Standardgerade für SAH. Optische Dichte der Reaktion (mit SAHN) nach 1 h 
aufgetragen über die SAH Konzentration.  
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Als nächstes wurde der reelle Extinktionskoeffizient für den gebildeten Farbstoff 
ermittelt, da dieser bei Berechnungen der Aktivität mit einbezogen werden muss. 
Hierfür wurde eine Standardgerade für unterschiedliche Wasserstoffperoxid-Kon-
zentrationen von 0 bis 100 µM mit der im Assay verwendeten HRP und dem Farbstoff-
mix DHBS/4-AAP nach 2.4.2 erstellt (Abbildung 21). Es wurden Zweifach-
bestimmungen durchgeführt. Die maximale Intensität des Farbstoffes ist bereits nach 
ca. 5 Minuten erreicht. Durch Auftragung dieser Werte ergibt sich eine Gerade aus 
dessen Steigung wiederum der Extinktionskoeffizient bestimmt werden kann. Dieser 
beträgt 25,6 mM-1cm-1 und weicht damit nur leicht vom Literaturwert von 26 mM-
1cm-1 ab.[109] 
  
 
Abbildung 21: Standardgerade mit Wasserstoffperoxid für die Bestimmung des reellen 
Extinktionskoeffizienten. Optische Dichte der Reaktion von HRP mit H2O2 und DHBS/4-AAP nach 
5 Minuten. 
 
Als nächstes wurde der Assay mit der gereinigten Methyltransferase PFOMT aus 
3.1.1.1 und dem Substrat 3,4-Dihydroxyacetophenon unter den bisher verwendeten 
Bedingungen durchgeführt (2.4.3). Es wurden dabei Konzentrationen von 0 bis 
250 µM Substrat eingesetzt. In Abbildung 22 ist der zeitliche Verlauf der Reaktion 
gezeigt. In den ersten 10-20 Minuten der Reaktion ist eine Latenzphase zu erkennen. 
Diese verlängert sich mit steigender Substratkonzentration und ist besonders gut bei 
den Substratkonzentrationen 200 und 250 µM zu erkennen. Trägt man die optische 
Dichte nach 1 h Reaktionszeit gegen die Substratkonzentration auf (Abbildung 23), 
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zeigt sich, dass auf Grund der Latenzphase nur bis zu einer Konzentration von 150 µM 
ein linearer Zusammenhang von optischer Dichte und Substratkonzentration gegeben 
ist. In den weiteren Untersuchungen wurde daher eine Substratkonzentration von 
100 µM eingesetzt. 
 
 
Abbildung 22: Überlagerte Chromatogramme des photometrischen Assays mit unterschiedlichen 
Substratkonzentrationen. Substrat = 3,4-Dihydroxyacetophenon. 
 
 
Abbildung 23: Auftragung der optischen Dichte nach 1 h Reaktionszeit über die 
Substratkonzentration. Linearer Bereich nur zwischen 0 und 150 µM Substratkonzentration. 
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3.1.2.3 Festphasen-Assay 
Bisherige Forschungen zur Substratspezifität und dem katalytischen Verhalten von 
Methyltransferasen kleiner Moleküle basieren auf rationalem Enzymdesign oder dem 
Austausch einzelner Strukturelemente.[33,55,58,62] Dies ist vor allem dem geringen 
Durchsatz der bisher eingesetzten Assays zum Messen der Methyltransferasenaktivi-
tät wie z.B. mittels HPLC oder Scintilationszähler geschuldet (siehe 1.4). Das rationale 
Proteindesign ist eine Methode, die im Falle der Methyltransferasen vorrangig zum 
Aufklären des Reaktionsmechanismus verwendet wird. Mit einer Mutationsstudie 
durch gerichtete Evolution, z.B. mit einer error prone PCR (epPCR), könnten jedoch 
auch wichtige Aminosäuren oder Strukturelemente identifizieren werden, die zum 
Beispiel Einfluss auf deren Temperatur- oder Lösemittelstabilität haben. Bei einer 
solchen Studie ist es meist nötig eine große Anzahl an Varianten zu screenen. Ein 
Enzym, das z.B. aus 300 Aminosäuren besteht, kann theoretisch in 20300 linearen 
Kombinationen aller 20 Aminosäuren vorliegen.[110] Der in 3.1.2.2 beschriebene 
photometrische Assay ermöglicht zwar die Bestimmung der Kinetik der zu unter-
suchenden Methyltransferasen, jedoch ist der Screeningdurchsatz auf Grund der ver-
wendeten 96-Well-Platten auf wenige Hundert Proben pro Tag beschränkt. Ein in der 
Literatur oft in Verbindung mit Oxidasen verwendetes Hochdurchsatz-Screening 
(HTS - high throuput screening) ist der Festphasen-Assay.[111,112] Hierbei können 
mehrere 1000 Mutanten in kurzer Zeit untersucht werden. Da auch dieser Assay 
meist auf der Bildung von Wasserstoffperoxid beruht, wurde die Enzymkaskade aus 
3.1.2.2 zum Entwickeln eines Festphasen-Assays verwendet. Das Prinzip der 
Durchführung dieses Assays ist in Abbildung 24 dargestellt. Die mutierte DNA wird in 
den Expressionsstamm transformiert und die Zellen anschließend auf einer Nylon-
membran, welche auf einer LB-Agar-Platte liegt, ausplattiert. Diese Membran er-
möglicht das Wachstum der Zellen, da sie durch ihre Struktur die Nährstoffe zu den 
Zellen diffundieren lässt. Die Membran wird dann auf eine neue LB-Agar-Platte 
transferiert, die zusätzlich Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) enthält, 
welches die Induktion der Expression der Methyltransferase ermöglicht. Ist aus-
reichend Enzym exprimiert, wird die Membran eingefroren, was eine partielle Lyse 
der Zellen zur Folge hat. Platziert man daraufhin die Membran auf ein mit 
Reaktionslösung getränktes Filterpapier, bildet sich bei aktiven Varianten ein brauner 
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Niederschlag durch Bildung eines polymerisierten Oxidationproduktes des Farb-
reagenz 3,3‘-Diaminobenzidin. Die Kolonie der aktiven Variante kann anschließend 
kultiviert und in weiteren Tests das Enzym charakterisiert werden. 
 
 
Abbildung 24: Prinzip des Hochdurchsatz-Festphasen-Assays. 
 
Der Assay wurde zunächst nach 2.5.1 mit der Methyltransferase PFOMT aus 3.1.1.1 
und dem Substrat 3,4-Dihydroxyacetophenon durchgeführt. In Abbildung 25 A ist 
erkennbar, dass sich die Kolonien der Positivkontrolle selbst nach 3 h nicht braun 
färben. Es ist jedoch eine über die gesamte Membran verteilte Braunfärbung zu 
erkennen. Dies lässt auf eine hohe Hintergrundreaktion des Farbstoffes DAB 
schließen. Da auch die Möglichkeit bestand, dass die Expression von PFOMT auf der 
Nylonmembran nicht äquivalent zur Expression im flüssigen Medium verläuft, 
wurden Kolonien der Positiv- und Negativkotrolle mittels SDS-PAGE-Gelelektro-
phorese untersucht (Abbildung 25 B, 2.5.2). Es ist klar erkennbar, dass PFOMT auf 
den Nylonmembranen exprimiert wird. Es müsste also zum einen die Hinter-
grundreaktion reduziert und zum anderen die Empfindlichkeit des Farbstoffes erhöht 
werden. 
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Abbildung 25: (A) Festphasen-Assay mit PFOMT (+) und Leerplasmid pQE30 (-) mit DAB als 
Farbreagenz. (B) 12 % SDS-PAGE-Gel der Expressionskontrolle von PFOMT auf den Nylon-
membranen (Spur 1-3 = 20, 40, 80 Kolonien der Negativkontrolle mit Leerplasmid; Spur 4-6 = 20, 40, 
80 Kolonien der Positivkontrolle mit PFOMT). PFOMT hat ein Molekulargewicht von ca. 28 kDa. (M = 
Marker). 
 
Um die Hintergrundreaktion durch andere Zellbestandteile zu reduzieren, wurde 
nach der Expression und dem Einfrieren eine Dialyse durchgeführt (2.5.3). Mit dieser 
Methode konnte das Ausfallen des braunen Farbstoffes im Hintergrund vollständig 
verhindert werden. Es war jedoch noch immer nicht möglich eine eindeutige Braun-
färbung der Kolonien der Positivkontrolle zu erkennen (auch nach Inkubation war die 
Koloniefarbe wie auf Abbildung 25 A nach 0 h). Da der Assay in Pufferlösung mit 
DHBS/4-AAP als Farbstoff, wie in 3.1.2.2 beschrieben, funktionierte, wurde das DAB 
in einem weiteren Versuch gegen diesen Farbstoff ausgetauscht (2.5.4). Es zeigte sich 
dabei schon nach einer Inkubationszeit von 45 Minuten eine Färbung der 
Positivkontrolle ohne eine Hintergrundreaktion oder eine Färbung der Negativ-
kontrolle (Abbildung 26). Dies bestätigt zwar, dass der Assay prinzipiell funktioniert, 
jedoch bildet DHBS/4-AAP einen wasserlöslichen Farbstoff, der sich daher über die 
Membran verteilt. Dies ist ungeeignet für ein Festphasen-Screening bei dem einzelne 
Kolonien identifiziert werden sollen. Eine Erhöhung der Empfindlichkeit von DAB 
kann durch Zugabe von CoCl2 und Imidazol (führt zu einer intensiven Blaufärbung des 
Niederschlags) zur Reaktionslösung erreicht werden (2.5.5).[113–115] Zusätzlich sollte 
die Inkubation der Zellen mit LAAO, SAHN und HRP vor dem eigentlichen Assay den 
Hintergrund durch noch vorhandene L-Aminosäuren reduzieren (2.5.6). Doch auch 
damit war es nicht möglich einen Unterschied zwischen Negativ- und Positivkontrolle 
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zu sehen. Die Entwicklung des Assays konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter 
fortgeführt werden. 
 
 
Abbildung 26: Festphasen-Assay mit PFOMT (+) und Leerplasmid pQE30 (-) mit DHBS/4-AAP als 
Farbreagenz nach 45 Minuten Inkubation. 
 
3.1.3 Aktivitätstests  
3.1.3.1 Aktivität der Wildtyp Enzyme mit bekannten Substraten 
Zur Bestimmung der Aktivität der Wildtyp Enzyme wurde der photometrische Assay 
aus 3.1.2.2 angewandt. Nach 2.4 wurde jeweils ein bereits bekanntes Substrat ein-
gesetzt und Zweifachbestimmungen durchgeführt. Für PFOMT mit 3,4-Dihydroxy-
benzaldehyd ergibt sich eine spezifische Aktivität von 0,0068 U ∙ mg-1. Für BcOMT2 
mit 6,7-Dihydroxyflavon ergibt sich eine spezifische Aktivität von 0,0018 U ∙ mg-1. Für 
IEMT mit Eugenol ergibt sich eine spezifische Aktivität von 0,016 U ∙ mg-1. 
3.1.3.2 Untersuchung der Aktivität der Wildtyp Enzyme bei verschiedenen DMSO Kon-
zentrationen  
Beim Screenen eines Substratpanels vieler unterschiedlicher chemischer Substanzen 
ist es teilweise nötig Lösungsmittel einzusetzen, damit die Substrate in Lösung 
bleiben und im Assay für das Enzym zur Verfügung stehen. Daher wurde zur Bestim-
mung der Aktivität der Wildtyp Enzyme bei unterschiedlichen DMSO Konzen-
trationen der photometrische Assay angewandt. In der Literatur wurde DMSO bereits 
mit PFOMT verwendet, weshalb dieses hier ebenfalls eingesetzt wird.[33] Die Konzen-
tration an DMSO wurde dabei von 0 bis 40 % (v/v) variiert und alle Messungen 
wurden in Duplikaten durchgeführt (2.4). In Abbildung 27 ist der Einfluss der DMSO 
Konzentration auf die Aktivität von IEMT gezeigt (BcOMT2 und PFOMT zeigen ein 
sehr ähnliches Verhalten – siehe Anhang Abbildung 71 und Abbildung 72). Bis zu 
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einer Konzentration von 15 % steigt die Aktivität leicht an. Der Anstieg ist wahr-
scheinlich auf eine erhöhte Löslichkeit des Substrates zurückzuführen. Ab einer 
Konzentration >20 % sinkt die Aktivität rapide ab. Bei 40 % DMSO ist die Aktivität 
bereits nur noch 6 % der Aktivität ohne DMSO. In allen Untersuchungen wurde daher 
das Substrat so gelöst, dass die DMSO Konzentration im Assay maximal 5 % betrug.  
 
Abbildung 27: Einfluss der DMSO Konzentration auf die Aktivität von IEMT mit Eugenol als Substrat. 
 
3.1.3.3 Untersuchung der Substratspezifität der Wildtyp Enzyme mit artifiziellen Sub-
straten mittels HPLC 
Im Folgenden sollte das Substratspektrum der Methyltransferasen PFOMT, BcOMT2 
und IEMT untersucht werden. Hierbei sollten vor allem Verbindungen untersucht 
werden, die als Synthesebausteine in der chemischen oder pharmazeutischen Indu-
strie von Interesse sind. Es wurde daher ein Substratpanel entwickelt, welches ein 
breites Spektrum an Substanzklassen abdeckt. Dazu zählen Benzyl-, Catechol-, 
Pyridin-, Naphthol-, Chinolin-, Coumarin-, Flavonoid-, und Benzophenon-Derivate.  
Die Biotransformationen mit gereinigtem Enzym wurden nach dem in 2.6 
beschriebenen Protokoll durchgeführt. Es wurden 3,5 µM Methyltransferase mit 
200 µM Substrat für 2 h bei 37 °C inkubiert. Als Negativkontrollen wurde der Ansatz 
jeweils ohne Substrat, ohne Enzym und ohne SAM inkubiert. Das bei der 
Transmethylierung entstehende SAH wurde mittels HPLC (3.1.2.1) in einer 
Dreifachbestimmung quantifiziert und daraus die Aktivität ermittelt. Damit ein 
Vergleich der drei Methyltransferasen möglich ist, sind die Aktivitäten der Enzyme 
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mit allen eingesetzten Substraten relativ zur Aktivität von PFOMT mit 3,4-
Dihydroxybenzaldehyd 2 (= 100 %) gesetzt. 
Als erstes wurden die in Schema 11 gezeigten Benzol-Derivate getestet. Hierbei 
handelt es sich genauer um mehrfach hydroxylierte Strukturen wie ein Acetophenon 
1, Benzaldehyde 2-5, Benzoesäuren 6-9 und die Phenylpropanoide 10-12.  
 
 
Schema 11: Benzol-Derivate für die Untersuchung der Substratspezifität von PFOMT, BcOMT2 und 
IEMT. 
 
In Abbildung 28 sind die relativen Aktivitäten der Substrate aus Schema 11 
dargestellt. Im Allgemeinen ist zunächst zu erkennen, dass PFOMT bei allen 
Substraten 1-12, bis auf Eugenol 12, die höchste Aktivität aufweist. 3,4-Dihydroxy-
acetophenon 1 wird von allen drei Methyltransferasen mit Aktivitäten von 18-73 % 
umgesetzt. PFOMT zeigt jedoch im Vergleich zur Reaktion mit 3,4-Dihydroxy-
benzaldehyd 2 eine um ca. 28 % verringerte Aktivität, wobei sich die Moleküle nur in 
der funktionellen Gruppe an der C1 Position unterscheiden (Aldehyd > Keton). Bei 
BcOMT2 und IEMT scheint dies keinen signifikanten Einfluss zu haben. Innerhalb der 
Gruppe der Benzaldehyde 2-5 zeigen alle drei Enzyme eine Abnahme der Aktivität. 
Im Falle des 2,4-Dihydroxybenzaldehyds 3 kann für PFOMT und BcOMT2 keine 
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Aktivität mehr detektiert werden. Lediglich IEMT zeigt hier eine schwache Rest-
aktivität von ca. 2 %. Die Einführung einer weiteren Substitution am Benzylring bei 
3,4-Dihydroxy-5-nitrobenzaldehyd 4 und 3-Chloro-4,5-dihydroxybenzaldehyd 5 
führt ebenfalls zu einer Abnahme der Aktivität. Eine Nitrogruppe bei 5 in direkter 
Nähe zu den Hydroxygruppen verringert die Aktivität von allen drei Enzymen im 
Vergleich zu 2 um ca. 20-30 %. Mit IEMT ist daher keine Reaktion mehr nachweisbar. 
Der Einfluss einer Chlorierung bei 5 ist für PFOMT mit einer um 61 % reduzierten 
Aktivität am höchsten. BcOMT2 und IEMT zeigen hier lediglich eine um ca. 10 % 
verringerte Aktivität. Bei den Benzoesäuren zeigt PFOMT mit Gallussäure 9, welche 
drei Hydroxygruppen am Benzylring besitzt, die höchste Aktivität mit 112 % 
gegenüber einer Aktivität von 82 % mit 3,4-Dihydroxybenzoesäure 8. Mit 2,3-
Dihydroxybenzoesäure 7 fällt die Aktivität auf nur noch 3 %. BcOMT2 ist mit 3,4-
Dihydroxybenzoesäure 8 mit 12 % aktiver als mit Gallussäure 9 mit 6 %. IEMT zeigt 
nur mit 3,4-Dihydroxybenzoesäure 8 eine schwache Aktivität (6 %). 2,5-Dihydroxy-
benzoesäure 6 wird von keiner der Methyltransferasen methyliert. In der Gruppe der 
Phenylpropanoiden 10-12 ist PFOMT in der Lage Kaffeesäure 11 mit hoher (83 %) 
und 3,4-Dihydroxy-phenylalanin 10 mit moderater (28%) Aktivität zu methylieren. 
Während BcOMT2 sich mit 20 % für Kaffeesäure 11 und 4 % für 3,4-Dihydroxy-
phenylalanin 10 bei einer reduzierten Gesamtaktivität ähnlich verhält, ist IEMT bei 
beiden Substraten mit nur 3 % vor allem gegenüber Kaffeesäure 11 wesentlich 
weniger aktiv. Eugenol 12, welches bereits in meta-position einen Methylether 
aufweist, wird nur von IEMT methyliert (natürliches Substrat). 
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Abbildung 28: Screening der Benzol-Derivate mit PFOMT (blau), BcOMT2 (rot) und IEMT (grün). 
Relative Aktivitäten bezogen auf die Aktivität von PFOMT mit 3,4-Dihydroxybenzaldehyd 2 
(= 100 %). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der Dreifachbestimmung an. 
 
Bei einem weiteren Screening wurden sowohl funktionalisierte Phenole bzw. 
Catechole 13-16 als auch unterschiedliche Pyridine 17-19 bzw. Pyrimidin-Substrate 
20 getestet (Schema 12). Abbildung 29 zeigt die relativen Aktivitäten bei diesen 
Substraten. Catechol 13 wird von PFOMT und IEMT mit moderaten Aktivitäten von 
58 und 28 % methyliert. BcOMT2 zeigt hier jedoch kaum einen Umsatz (2 %). Das 
Einführen einer Nitrogruppe im Falle von 4-Nitrocatechol 14 erhöht die Aktivität von 
PFOMT, während sich bei IEMT kaum ein Einfluss zeigt (32 % zu vorher 28 %). Der 
größte Effekt ist jedoch bei BcOMT2 zu erkennen. Hier steigt die Aktivität um das 16-
fache auf 32 %. Für 2-Aminophenol 15 zeigt lediglich IEMT eine schwache Aktivität 
von 3 %. 2-Mercaptophenol 16 wird von PFOMT mit 14 % und von IEMT mit 9 % 
methyliert. BcOMT2 ist hier mit 1 % kaum aktiv. In der Gruppe der Pyridine 17-19 
und Pyrimidin 20 kann lediglich das 2,3-Dihydroxypyridin 17 mit sehr geringen 
Aktivitäten von ca. 1-3 % methyliert werden.  
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Schema 12: Phenol-, Catechol-, Pyrimidin- und Pyridin-Derivate für die Untersuchung der 
Substratspezifität von PFOMT, BcOMT2 und IEMT. 
 
 
Abbildung 29: Screening der Phenol-, Catechol-, Pyrimidin und Pyridin-Derivate mit PFOMT (blau), 
BcOMT2 (rot) und IEMT (grün). Relative Aktivitäten bezogen auf die Aktivität von PFOMT mit 3,4-
Dihydroxybenzaldehyd 2 (= 100 %). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der 
Dreifachbestimmung an. 
 
Als nächsten sollten Substrate untersucht werden, die größer und komplexer sind. 
Daher wurden Naphthol-Derivate getestet (Schema 13). Deren relative Aktivitäten 
sind in Abbildung 30 gezeigt. Alle drei Enzyme zeigen Aktivität für 2,3-Dihydroxy-
naphthalin 21. PFOMT (89 %) und IEMT (94 %) haben dabei ähnliche Aktivitäten, 
während BcOMT2 nur 6 % Aktivität aufweist. Für alle anderen Substrate dieser 
Gruppe sind PFOMT und BcOMT2 inaktiv. IEMT hingegen ist in der Lage auch die 
anderen Naphthole 22-25 mit moderaten bis guten Umsätzen von 20-75 % zu 
methylieren. Es zeigt sich dabei ein eindeutiger Trend, bei dem die Aktivität, mit 
weiterer Entfernung der beiden Hydroxygruppen innerhalb der Struktur, abnimmt. 
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Schema 13: Naphthol-Derivate für die Untersuchung der Substratspezifität von PFOMT, BcOMT2 und 
IEMT. 
 
 
Abbildung 30: Screening der Naphthol-Derivate mit PFOMT (blau), BcOMT2 (rot) und IEMT (grün). 
Relative Aktivitäten bezogen auf die Aktivität von PFOMT mit 3,4-Dihydroxybenzaldehyd 2 
(= 100 %). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der Dreifachbestimmung an. 
 
Mit den Chinolin-Derivaten aus Schema 14 sollten mit Heterozyklen noch 
anspruchsvollere Moleküle untersucht werden. Deren relative Aktivitäten sind in 
Abbildung 31 gezeigt. Ebenso wie bei den Naphthol-Derivaten zuvor, zeigen alle drei 
Enzyme Aktivität (25-49 %) gegenüber Substraten mit vicinalen Hydroxygruppen 
6,7-Dihydroxy-3,4-dihydroisochinolin 26. Bei den Chinolindiolen 27-29 ist nur IEMT 
aktiv, wenn auch geringer im Vergleich zu den Naphtholen. Interessanterweise ist 
dabei jedoch der Trend genau umgekehrt zu dem der Naphthole. Das heißt die 
Aktivität ist höher mit steigendem intramolekularen Abstand der Hydroxygruppen 
und gleichzeitig steigendem Abstand einer der Hydroxygruppen vom Stickstoff des 
Heterozyklus. Keine der drei Methyltransferasen ist in der Lage das Substrat 2,3-
Dihydroxychinoxalin 30 zu methylieren.  
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Schema 14: Chinolin-Derivate für die Untersuchung der Substratspezifität von PFOMT, BcOMT2 und 
IEMT. 
 
 
Abbildung 31: Screening der Chinolin-Derivate mit PFOMT (blau), BcOMT2 (rot) und IEMT (grün). 
Relative Aktivitäten bezogen auf die Aktivität von PFOMT mit 3,4-Dihydroxybenzaldehyd 2 
(= 100 %). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der Dreifachbestimmung an. 
 
Neben den N-Heterozyklen sollten auch O-Heterozyklen untersucht werden. Hierzu 
wurden die Coumarin-Derivate 31-34 und die Flavonoide 35 und 36 getestet 
(Schema 15). Deren relative Aktivitäten sind in Abbildung 32 gezeigt. Für 6,7-
Dihydroxycoumarin 31 und 7,8-Dihydroxy-4-phenylcoumarin 32 zeigen alle drei 
Methyltransferasen Aktivität. PFOMT dabei die höchste mit 109 für 6,7-Dihydroxy-
coumarin 31 bzw. 92 % für 7,8-Dihydroxy-4-phenylcoumarin 32. BcOMT2 ist nur ca. 
halb so aktiv mit 56 bzw. 40 %. IEMT ist mit 6,7-Dihydroxycoumarin 31 ähnlich aktiv 
wie BcOMT2 jedoch nur schwach aktiv mit 7,8-Dihydroxy-4-phenylcoumarin 32. Bei 
den anderen Coumarinen konnte nur für IEMT mit 7-Hydroxycoumarin 34 eine 
geringe Aktivität von 5 % gemessen werden. Dies folgt erneut dem Trend, dass die 
Aktivität steigt, wenn die Hydroxygruppe intramolekular weiter vom Heteroatom des 
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Ringsystems entfernt ist. Bei den Flavonoiden Quercetin 35 und 6,7-Dihydroxyflavon 
36 ist erneut PFOMT am aktivsten mit ca. 70 %. Auch BcOMT2 und IEMT setzten beide 
Substrate mit moderaten Aktivitäten zwischen 21-48 % um.  
 
Schema 15: Coumarin- und Flavonoid-Derivate für die Untersuchung der Substratspezifität von 
PFOMT, BcOMT2 und IEMT. 
 
 
Abbildung 32: Screening der Coumarin- und Flavonoid-Derivate mit PFOMT (blau), BcOMT2 (rot) 
und IEMT (grün). Relative Aktivitäten bezogen auf die Aktivität von PFOMT mit 3,4-
Dihydroxybenzaldehyd 2 (= 100 %). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der 
Dreifachbestimmung an. 
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Die getesteten auf Benzophenon-Derivate 37-39 sind in Schema 16 dargestellt. Deren 
relative Aktivitäten sind in Abbildung 33 gezeigt. Für 3,4-Dihydroxybenzophenon 37 
und 2,3,4-Trihydroxybenzophenon 38 konnten mit allen drei Methyltransferasen 
mittlere bis hohe Aktivitäten von 42 bis 104 % gemessen werden. Wobei auch in 
diesem Fall PFOMT die höchste Aktivität zeigt. IEMT und BcOMT2 verhalten sich 
ähnlich. Bei Purpurin 39, welches im Gegensatz zu den anderen Benzophenonen eine 
zusätzliche intramolekulare Sauerstoffbrücke besitzt, zeigen alle drei Enzyme eine 
wesentlich geringe Aktivität von maximal 3 % (mit PFOMT). 
 
 
Schema 16: Benzophenon-Derivate für die Untersuchung der Substratspezifität von PFOMT, BcOMT2 
und IEMT. 
 
 
Abbildung 33: Screening der Benzophenon-Derivate mit PFOMT (blau), BcOMT2 (rot) und IEMT 
(grün). Relative Aktivitäten bezogen auf die Aktivität von PFOMT mit 3,4-Dihydroxybenzaldehyd 2 
(= 100 %). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der Dreifachbestimmung an. 
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Alle bisher untersuchten Substrate basierten auf phenolischen Hydroxygruppen, 
welche von den Enzymen methyliert werden. Viele pharmazeutisch wichtige Sub-
stanzen, wie z.B. Steroide oder Makrolidantibiotika, besitzen jedoch nicht-pheno-
lische Hydroxygruppen. Aus diesem Grund wurden sowohl simple als auch komplexe 
Strukturen ohne phenolische Hydroxygruppen auf Aktivität mit PFOMT, BcOMT2 und 
IEMT getestet (Schema 17). Weder die simplen dihydroxylierten Substrate (40-43), 
wie z.B. das cis-1,2-Cyclohexandiol 43, noch die komplexeren Substrate Cortisol 44, 
10-Deacetylbaccatin III 45 und Progesteron 46 zeigten Aktivität mit einer der 
Methyltransferasen. Die Substrate Ascorbinsäure 47 und 2-Hydroxycyclohexanon 48 
wurden getestet, um herauszufinden ob eine Doppelbindung zwischen den beiden 
Hydroxygruppen ausreicht eine Methylierung zu ermöglichen. Jedoch konnte auch 
hier keine Aktivität festgestellt werden. 
 
 
Schema 17: Substrate ohne phenolische Hydroxygruppen für die Untersuchung der 
Substratspezifität von PFOMT, BcOMT2 und IEMT. 
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3.1.4 Untersuchung der Regioselektivität der Wildtyp Enzyme PFOMT, 
BcOMT2 und IEMT 
Das Screening des Substratpanels (3.1.3.3) zeigte, dass alle drei Methyltransferasen 
ein breites Substratspektrum besitzen. Substrate mit zwei vicinal zueinander 
ständigen Hydroxygruppen wurden dabei besonders gut akzeptiert. Mit dem HPLC-
Assay (3.1.2.1) wird jedoch nur die gesamte Methylierungskapazität gemessen. Es ist 
also zum einen nicht bestimmt welche der Hydroxygruppen bevorzugt methyliert 
wird und zum anderen ob eventuell sogar eine zweite Methylierung stattfindet. Um 
diesen Sachverhalt zu klären muss die Regioselektivität der Enzyme näher untersucht 
werden. Die Bestimmung der Regioselektivität erfolgte direkt nach der Biotrans-
formation im Maßstab wie in 3.1.3.3 mittels HPLC. Es musste hierfür zunächst geprüft 
werden, ob zwei Moleküle mit vicinalen Hydroxygruppen und jeweils einer 
Methylierung an gegensätzlicher Position mit einer HPLC-Säule ein unterschiedliches 
Retentionsverhalten zeigen. 
Als Modellsubstrat wurde 3,4-Dihydroxybenzaldehyd 2 verwendet. Für dieses 
Substrat sind alle durch Methylierung möglichen Produkte kommerziell erhältlich. Als 
erstes sollte eine HPLC-Methode (Tabelle 39-3) entwickelt werden, mit der 
nachgewiesen werden kann, dass das Substrat 2 und die Produkte Vanillin 2a, 
Isovanillin 2b und 3,4-Dimethoxybenzaldehyd 2c prinzipiell auf einer C18-Säule 
aufgetrennt werden können. In Abbildung 34 ist das HPLC-Chromatogramm einer 
Standardlösung, welche das Substrat 2 und alle möglichen Produkte 2a-c enthält, 
gezeigt. Das Substrat 2 eluiert bereits nach ca. 6 Minuten und das zweifach 
methylierte Produkt 2c erst nach ca. 24 Minuten. Die beiden einfach methylierten 
Produkte 2a und 2b konnten mit einer Retentionszeit zwischen 15 und 17 Minuten 
ebenfalls sauber aufgetrennt werden. Das meta-methylierte Produkt 2a eluierte dabei 
früher als das para-methylierte 2b. Es konnte zudem kein Unterschied des 
Absorptionsspektrums und somit des Absorptionsmaximums der verschiedenen 
Substanzen festgestellt werden. Dadurch ist es möglich das Verhältnis der 
Komponenten und somit die Regioselektivität einer Biotransformation aus den 
einzelnen Flächen und der Gesamtfläche des DAD-Signals zu ermitteln.  
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Abbildung 34: DAD-Signal bei λ = 278 nm der HPLC-Messung einer Standardlösung mit 3,4-
Dihydroxybenzaldehyd 2 Vanillin 2a, Isovanillin 2b und 3,4-Dimethoxybenzaldehyd 2c. 
 
Im Folgenden sollte nun mit dieser Methode die Regioselektivität von PFOMT, 
BcOMT2 und IEMT für möglichst viele der in 3.1.3.3 getesteten Substrate bestimmt 
werden. Es wurden nur Substrate untersucht, für die eines der Produkte als 
Referenzmaterial kommerziell erhältlich war (Schema 18). Mit diesen Substraten 
wurden Biotransformationen (2.6.2) durchgeführt (nur für die Methyltransferasen 
mit denen bereits Aktivität gezeigt werden konnte) und eine HPLC-Methode 
entwickelt, bei der die beiden gegensätzlich methylierten Produkte separiert werden 
können (2.6.2). Um den Umsatz zu bestimmen, wurden die Flächen der Produkte im 
DAD ins Verhältnis zur Gesamtfläche aus Substrat und Produkten gesetzt. Aus den 
Flächen wurde zudem der Überschuss des meta- über das para-Regioisomer 
bestimmt. Dieser wird im Folgenden als Regioisomerenüberschuss re („regioisomeric 
excess“) bezeichnet und errechnet sich äquivalent zum Enantiomerenüberschuss ee 
(„enantiomeric excess“). Eine bevorzugte meta-Methylierung ergibt somit positive 
Werte für re, während eine bevorzugte para-Methylierung negative Werte für re zur 
Folge hat. Mittels Massenspektrometrie und Absorptionsspektroskopie wurde 
zusätzlich die Masse und das Verhalten des Absorptionsmaximums der mittels HPLC 
auftretenden Peaks kontrolliert.  
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Schema 18: Substrate für die die Regioselektivität von PFOMT, BcOMT2 und IEMT mittels HPLC 
bestimmt werden soll. 
 
In Abbildung 35 sind die Regioselektivitäten und Umsätze für PFOMT mit 
ausgewählten Substraten gezeigt. Es ist erkennbar, dass PFOMT bei allen Substraten, 
bei denen eine meta- und para-Hydroxygruppe vorhanden ist, deutlich die meta-
Position für eine Methylierung bevorzugt und die Umsätze meist bei >97 % liegen. 
Auch bei Einführung einer Nitrogruppe bei 4 oder einer Halogengruppe bei 5 wird die 
Regioselektivität nicht beeinflusst. Die Nitrogruppe führt lediglich zu einem um ca. 
28 % niedrigeren Umsatz. Etwas anders verhält es sich bei 6,7-Dihydroxycoumarin 
31. Hier ist zwar der Umsatz ebenfalls bei >99 %, jedoch wird neben der C6-Position 
(wird hier als meta-Position definiert) auch die C7-Position (para) methyliert. Dies 
führt zu einem verringerten re-Wert von 69 % (C6 über C7). 2,3-Dihydroxypyridin 17 
und 2,3-Dihydroxybenzoesäure 7 besitzen eine Hydroxygruppe in ortho- und in meta-
Position. Auch hier wird die meta-Position bevorzugt, jedoch nur noch mit re-Werten 
von 37 % für 17 bzw. 19 % für 7. Auch die Umsätze sinken dabei deutlich auf 1,7 % 
(17) bzw. 9,9 % (7). 
 
 
 
92 
 
 
Abbildung 35: Umsätze und Regioselektivitäten von PFOMT mit ausgesuchten Substraten. Der 
Umsatz (roter Balken) wurde berechnet aus der Summe der Produkte geteilt durch die Summe aus 
Substrat und Produkte. Der Regioisomerenüberschuss re (blauer Balken) wurde berechnet als 
Prozent Überschuss des meta Regioisomers über das para Regioisomer (Für 31 wurde als meta-
Position die Hydroxygruppe am C6 angenommen. Bei Substrat 17 und 7 ist der Überschuss von meta 
über ortho angegeben).  
 
In Abbildung 36 sind die Regioselektivitäten und Umsätze für BcOMT2 mit aus-
gewählten Substraten gezeigt. Auch für BcOMT2 ist eine Priorisierung der meta-Posi-
tion zu erkennen. Die Umsätze sind mit 5 bis 55 % im Vergleich zu PFOMT wesentlich 
geringer. Besonders stark wirkt sich die Einführung der Nitrogruppe beim 3,4-
Dihydroxy-5-nitrobenzaldehyd 4 und bei 3,4-Dihydroxybenzoesäure 8 aus. Interes-
santerweise konnte für das Substrat 2,3-Dihydroxypyridin 17 mit BcOMT2 nur das 
meta-methylierte Produkt mit einem 5,5-fach höheren Umsatz im Vergleich zu 
PFOMT gefunden werden. 
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Abbildung 36: Umsätze und Regioselektivitäten von BcOMT2 mit ausgesuchten Substraten. Der 
Umsatz (roter Balken) wurde berechnet aus der Summe der Produkte geteilt durch die Summe aus 
Substrat und Produkte. Der Regioisomerenüberschuss re (blauer Balken) wurde berechnet als 
Prozent Überschuss des meta Regioisomers über das para Regioisomer (Für 31 wurde als meta-
Position die Hydroxygruppe am C6 angenommen. Bei Substrat 17 ist der Überschuss von meta über 
ortho angegeben). 
 
In Abbildung 37 sind die Regioselektivitäten und Umsätze für IEMT mit ausgewählten 
Substraten gezeigt. Im Gegensatz zu PFOMT und BcOMT2 zeigt IEMT sehr 
unterschiedliche Ergebnisse. Die Umsätze sind im Allgemeinen geringer und nicht für 
alle Substrate ist dieselbe Position für eine Methylierung bevorzugt. Für 3,4-
Dihydroxybenzaldehyd 2, 3,4-Dihydroxyacetophenon 5, 3-Chloro-4,5-dihydroxy-
benzaldehyd 5, 4-Nitrocatechol 14 und 3,4-Dihydroxybenzoesäure 8, Kaffeesäure 11 
und 2,4-Dihydroxybenzaldehyd 3 ist bei Umsätzen von 0,3 bis 38 % und re-Werten 
von -11 bis -100 % die Methylierung der para-Position gegenüber der meta-Position 
bzw. bei 3 die para-Position gegenüber der ortho-Position bevorzugt. Auffällig sind 
die Substrate Kaffeesäure 11 und 2,4-Dihydroxybenzaldehyd 3, bei denen fast 
ausschließlich das para-methylierte Produkt entsteht. Doch hier sind die Umsätze mit 
0,8 bzw. 2 % sehr gering und es konnte daher kein meta-methyliertes Produkt mehr 
detektiert werden. Bei Einführung einer Nitrogruppe nebenstehend zur para-
Hydroxygruppe bei 3,4-Dihydroxy-5-nitrobenzaldehyd 4 sinkt der Umsatz auf ca. 
0,2 % und es kann nur noch das meta-methylierte Produkt detektiert werden. 6,7-
-100
-80
-60
-40
-20
0
20
40
60
80
100
R
eg
io
is
om
er
en
üb
er
sc
hu
ss
 u
n
d
 U
m
sa
tz
 in
 %
BcOMT2
re [%] Umsatz [%]
                2              1              5             4            14            8             11          10            31          17      
 
 
94 
 
Dihydroxycoumarin 31 wird mit 68 % am besten umgesetzt und hat dabei einen re 
von 87 %, was bedeutet, dass hier klar die meta-Position bevorzugt wird. Wie bei 
BcOMT2 wird mit 2,3-Dihydroxypyridin 17 nur das meta-methylierte Produkt bei 
4,6 % Umsatz detektiert. Das Substrat 2,8-Chinolindiol 28 wird nur zu 0,5 % 
umgesetzt und dabei wird nur das an der Position C8 methylierte Produkt detektiert.  
 
 
Abbildung 37: Umsätze und Regioselektivitäten von IEMT mit ausgesuchten Substraten. Der Umsatz 
(roter Balken) wurde berechnet aus der Summe der Produkte geteilt durch die Summe aus Substrat 
und Produkte. Der Regioisomerenüberschuss re (blauer Balken) wurde berechnet als Prozent 
Überschuss des meta Regioisomers über das para Regioisomer (Für 31 wurde als meta-Position die 
Hydroxygruppe am C6 angenommen. Bei Substrat 17 ist der Überschuss von meta über ortho 
angegeben. Bei Substrat 3 ist der Überschuss von ortho über para angegeben. Bei Substrat 28 ist der 
Überschuss von C8-Hydroxy-Methylierung über C2-Hydroxy-Methylierung angegeben). 
 
 
3.1.5 PFOMT-Mutantenbibliothek 
PFOMT zeigte in 3.1.4 eine sehr starke Favorisierung die meta-Position der 
untersuchten Substrate zu methylieren. Im Folgenden wurde daher durch rationales 
Enzymdesign eine fokussierte Mutantenbibliothek erzeugt, die Aminosäuren identi-
fizieren soll, die für dieses Verhalten verantwortlich sind. Zusätzlich sollen Amino-
säuren untersucht werden, die einen Einfluss auf die katalytische Effizienz von 
PFOMT haben könnten.  
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3.1.5.1 Design und Charakterisierung der PFOMT-Mutantenbibliothek  
Zur Untersuchung der Regioselektivität und der katalytischen Effizienz von PFOMT 
wurden die in Abbildung 38 gezeigten Aminosäuren mittels rationalen Enzymdesigns 
mutiert. Hierbei lag der Fokus auf unterschiedlichen Regionen bezüglich der Lage des 
Substrates. Die Aminosäuren M52 und F80 liegen in unmittelbarer Nähe (ca. 4 Å) der 
zu methylierenden Hydroxygruppen und der zu übertragenden Methylgruppe von 
SAM. Es wurden daher Mutanten generiert, die keine Koordination mit den 
Hydroxygruppen des Substrats eingehen (M52A, M52G, F80A). Dies soll klären ob 
diese Aminosäuren für die Fixierung des Substrats in der aktiven Tasche in einer 
Orientierung, die zur meta-Methylierung führt, verantwortlich sind. Als zweites 
wurden die Aminosäuren Y51, D156, W184, F198 und M199 mutiert, die das Substrat 
sowohl mittels π-π-Wechselwirkungen als auch über Wasserstoffbrücken an 
funktionellen Gruppen koordinieren können oder mittels Mutation eines der beiden 
ermöglicht werden könnte. Durch Entfernen oder Einführen einer dieser Wechsel-
wirkungen könnte somit die Orientierung des Substrats im aktiven Zentrum 
beeinflusst werden. Vor diesem Hintergrund wurden daher zum einen Aminosäuren 
mit π-System zu Aminosäuren ohne mutiert und zum anderen mit funktionellen 
Gruppen koordinierende Aminosäuren eingeführt (Y51A, Y51L, Y51R, Y51K, Y51E, 
D156L, D156W, D156R, W184A, W184L, F198A, F198L, M199R, M199K, M199E). 
Diese liegen im Umkreis von 12 Å zum Substrat 3,4-Dihydroxybenzaldehyd 2. 
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Abbildung 38: Ausschnitt aus der Kristallstruktur von PFOMT (grau) mit ko-kristallisiertem SAH 
(grün) und Calcium(II)-Kation (hellgrün)(PDB 3C3Y). Das Substrat 3,4-Dihydroxybenzaldehyd 2 
(Cyan) wurde mit YASARA und der Erweiterung Autodock Vina in die aktive Tasche gedockt. Die blau 
eingefärbten Aminosäuren (Y51, M52, F80, D156, W184, F198 und M199) und die auf dem N-
Terminus (lila) befindlichen, aber nicht in der Kristallstruktur zu sehenden, Aminosäuren (D2 und 
F3) wurden mittels rationalen Enzymdesigns für die Untersuchung der Regioselektivität mutiert.  
 
Wie in 1.5 bereits beschrieben, hat der N-Terminus einen großen Einfluss auf die 
Substratspezifität und Regioselektivität von CCoAOMT-ähnlichen Methyltrans-
ferasen. Dieser befindet sich bei PFOMT in der Nähe der aktiven Tasche und ist ein 
flexibler Loop (Abbildung 38). Leider zeigt die Kristallstruktur von PFOMT (PDB 
3C3Y) den N-Terminus erst ab Aminosäure 13. In bisherigen Veröffentlichungen 
wurden nur ganze Bereiche des N-Terminus getauscht und dessen Einfluss auf die 
Substratspezifität untersucht.[33] Es sollte daher die Aminosäuresequenz des N-
Terminus genauer betrachtet werden. Hierfür wurde zunächst mit Hilfe einer BLAST-
Suche auf Basis der Aminosäuresequenz von PFOMT ein Weblogo (Abbildung 39) 
erstellt, welches angibt wie konserviert die Aminosäuren des N-Terminus sind. Der 
Y51 
F80 
M52 
D156 
F198 
W184 
M199 
N-Terminus 
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Bereich zwischen Aminosäure 12-18 ist sehr stark konserviert. An Position 7-11 
befindet sich oft ein Serin, während an Position 2-6 meist ein Lysin vorhanden ist. Es 
wurde vor allem der Bereich zwischen Aminosäure 2-6 betrachtet, da dieser eventuell 
mit dem gebundenen Substrat wechselwirken könnte. Law et al. haben zudem gezeigt, 
dass ein Motiv bestehend aus einer Glutaminsäure E199 mit einem Nebenstehenden 
Tyrosin Y200 in ähnlicher räumlicher Position einen Einfluss auf die Regioselektivität 
von rtCOMT hat.[58] Bei PFOMT ist ein ähnliches Motiv mit einer Asparaginsäure D2 
und Phenylalanin F3 im N-Terminus zu finden. Es wurde daher auch hier eine 
fokussierte Mutantenbibliothek mittels rationalen Enzymdesigns generiert, indem 
sowohl gegen nicht-koordinierende Aminosäuren wie Alanin und Leucin (D2A, D2L, 
F3A, F3L) getauscht wurde als auch gegen die im Weblogo oft auftretenden 
Aminosäuren Lysin, Glutaminsäure, Asparaginsäure, Asparagin und Phenylalanin 
(D2K, D2E, D2N, D2F, F3K, F3E, F3D, F3N). 
 
Abbildung 39: Weblogo für die Aminosäuresequenz des N-Terminus von PFOMT-ähnlichen 
Methyltransferasen. Es wurden die ersten 36 Sequenzen einer BLAST-Suche verwendet, die im 
Bereich des N-Terminus maximal eine Aminosäure länger oder kürzer sind als PFOMT. Die Größe der 
Buchstaben ist dabei ein Maß für die Häufigkeit der Aminosäure an dieser Position. Die 
Aminosäuresequenz des N-Terminus von PFOMT ist unterhalb der Grafik angegeben.  
 
Alle Mutationen wurden nach dem Quikchange® Protokoll (2.2.11) durchgeführt und 
im Anschluss das gesamte Gen sequenziert. Die Transformationen in E. coli 
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M15pREP4 und die Expressionen selbst wurden identisch zum Wildtyp durchgeführt 
(2.3.2.1) und zeigten ähnliche Expressionslevel. Die Reinigung wurde mittels IMAC 
mit HisGraviTrap™ TALON®-Säulen durchgeführt (2.3.4.1) und zeigte ähnliche 
Reinheit wie der Wildtyp. Die Mutanten wurden dann in Triplikaten nach 2.6.3 zum 
Vergleich mit dem Wildtyp mit den Substraten 3,4-Dihydroxyacetophenon 1, 3,4-
Dihydroxybenzaldehyd 2, 3-Chloro-4,5-dihydroxybenzaldehyd 5, 3,4-Dihydroxy-5-
nitrobenzaldehyd 4, 3,4-Dihydroxybenzoesäure 8, 4-Nitrocatechol 14, 3,4-Dihy-
droxy-L-phenylalanin 10, Kaffeesäure 11 und 6,7-Dihydroxycoumarin 31 auf deren 
Aktivität und Regioselektivität getestet.  
In Abbildung 40 ist der Umsatz und Regioisomerenüberschuss re der PFOMT-
Mutanten mit dem Substrat 3,4-Dihydroxyacetophenon 1 gezeigt. Der Wildtyp 
erreicht einen Umsatz von 67 %. Bei Variation der Aminosäure D2 zu den 
koordinierenden Aminosäuren Lysin oder Glutaminsäure (D2K, D2E) ist eine Ab-
nahme des Umsatzes um ca. die Hälfte zu verzeichnen. Der Austausch zur ebenfalls 
koordinierenden Aminosäure Asparagin (D2N) zeigt jedoch einen ähnlichen bzw. 
leicht erhöhten Umsatz im Vergleich zum Wildtyp. Das Einführen eines Phenylalanins 
an dieser Position (D2F) führt zu einer starken Umsatzabnahme auf 17 %. Auch für 
die nicht koordinierenden Aminosäuren Alanin und Leucin (D2A, D2L) ist ein 
verringerter Umsatz zu erkennen. Stark ausgeprägt ist dies vor allem bei D2L mit 
einem Umsatz von 11 %. Der Austausch der Aminosäure F3 zeigt ein ähnliches 
Verhalten jedoch mit generell gleichen oder höheren Umsätzen als der Wildtyp. Die 
Mutanten F3D und F3N zeigen mit über 80 % eine Zunahme des Umsatzes. F3K und 
F3E liegen auf Niveau des Wildtyps. Die Variante F3L zeigt mit 52 % den niedrigsten 
Umsatz. F3A hat kaum Einfluss auf den Umsatz. Die Variation der Aminosäure Y51 
(Y51R, Y51K, Y51E, Y51A und Y51L) führt unabhängig von der getauschten 
Aminosäure zu einem nur leicht verringerten Umsatz von 40 – 53 %. Die unmittelbar 
in Nähe der zu methylierenden Hydroxygruppen gelegene Aminosäureposition M52 
zeigt bei Variation (M52A und M52G) einen nur halb so hohen Umsatz von ca. 30 %. 
Die ebenfalls in dieser Region gelegene Variante F80A liegt mit 50 % Umsatz nur 
wenig unter dem Niveau des Wildtyps. Mutationen der Positionen D156, M199, F198 
und W184 (D156W, D156R, D156L, M199E, M199R, M199K, F198A, F198L und 
W184L) zeigen mit 40 – 54 % nur einen geringen Einfluss auf die Aktivität. Lediglich 
W184A führt zu einer Abnahme des Umsatzes auf nur noch 27 %.  
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Der Einfluss der untersuchten Mutationen auf die Regioselektivität bzw. den 
Regioisomerenüberschuss re ist wesentlich weniger signifikant als der auf den 
Umsatz. Fast alle Mutanten zeigen auch nach dem Austausch der Aminosäure einen re 
von >99 % (meta über para). Nur die Variation der Aminosäuren an den Positionen 
Y51, M199 und W184 führt zu einer leichten Verschiebung in Richtung para-Methy-
lierung. Y51R und Y51K verringern den re auf ca. 90 %. Bei M199E, M199R und 
M199K liegt der Wert zwischen 90 – 93 %. W184A und W184L liegen mit ca. 96 % 
etwas höher. 
 
 
Abbildung 40: Umsatz und Regioisomerenüberschuss re der PFOMT-Mutanten mit dem Substrat 3,4-
Dihydroxyacetophenon 1.  
 
In Abbildung 41 ist der Umsatz und Regioisomerenüberschuss re der PFOMT-
Mutanten mit dem Substrat 3,4-Dihydroxybenzaldehyd 2 gezeigt. Der Wildtyp 
erreicht einen Umsatz von 40 %. Das Verhältnis der Umsätze der Varianten zum 
Wildtyp entspricht weitgehend dem des zuvor betrachteten Substrates 3,4-Dihydro-
xyacetophenon 1, jedoch bei allgemein ca. 10-20 % geringeren Umsätzen. Stärker 
ausgeprägt ist die Veränderung des re. Wie bereits bei Substrat 1 zeigen nur die 
Varianten an Position Y51, M199 und W184 eine Veränderung der Regioselektivität. 
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Auffällig ist aber diesmal, dass Y51R und Y51K einen re von ca. 83-86 % und M199R 
einen re von 65 % aufweisen. 
 
Abbildung 41: Umsatz und Regioisomerenüberschuss re der PFOMT-Mutanten mit dem Substrat 3,4-
Dihydroxybenzaldehyd 2. 
 
In Abbildung 42 ist der Umsatz und Regioisomerenüberschuss re der PFOMT-
Mutanten mit dem Substrat 3-Chloro-4,5-dihydroxybenzaldehyd 5 gezeigt. Der Wild-
typ erreicht einen Umsatz von 28 %. Das Verhältnis der Umsätze der Varianten zum 
Wildtyp entspricht weitgehend dem der zuvor betrachteten Substrate, jedoch bei 
allgemein noch geringeren Umsätzen. Auffällig ist nur der stark verringerte Umsatz 
von <6 % Y51R (5 %) und Y51K (4 %). Es zeigen nur die Varianten der Positionen 
Y51, M199 einen veränderten re. Der Effekt ist jedoch minimal (93-96 %). Die Varian-
ten von W184 beeinflussen den re bei diesem Substrat nicht.  
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Abbildung 42: Umsatz und Regioisomerenüberschuss re der PFOMT-Mutanten mit dem Substrat 
3-Chloro-4,5-dihydroxybenzaldehyd 5. 
 
In Abbildung 43 ist der Umsatz und Regioisomerenüberschuss re der PFOMT-Mutan-
ten mit dem Substrat 3,4-Dihydroxy-5-nitrobenzaldehyd 4 gezeigt. Der Wildtyp er-
reicht einen Umsatz von 14 %. Das Verhältnis der Umsätze der Varianten zum 
Wildtyp entspricht weitgehend dem der zuvor betrachteten Substrate, jedoch bei 
diesmal sehr stark verringerten Umsätzen. Bei keiner der Varianten konnte das para-
methylierte Produkt detektiert werden.  
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Abbildung 43: Umsatz und Regioisomerenüberschuss re der PFOMT-Mutanten mit dem Substrat 3,4-
Dihydroxy-5-nitrobenzaldehyd 4. 
 
In Abbildung 44 ist der Umsatz und Regioisomerenüberschuss re der PFOMT-Mutan-
ten mit dem Substrat 3,4-Dihydroxybenzoesäure 8 gezeigt. Der Wildtyp erreicht 
einen Umsatz von 50 %. Die Varianten der Position D2 verhalten sich erneut ähnlich 
wie bei den bisher getesteten Substraten. Wobei D2N den höchsten (72 %) und D2L 
(19 %) den niedrigsten Umsatz zeigt. Bei Position F3 ist wie zuvor F3N (74 %) sehr 
aktiv, jedoch diesmal F3D weniger (54 %). Auffällig ist hier jedoch, dass F3A mit 76 % 
den höchsten Umsatz aller getesteten Varianten aufweist. An Position Y51 zeigen sich 
bei allen Varianten, bis auf Y51A, generell niedrige Umsätze. Dies ist auch der Fall bei 
den Positionen M52, F80, M199 und W184. Lediglich F198 hat bei Variation kaum 
einen verringerten Umsatz.  
Die Regioselektivität ist bei der Variante Y51K mit einem re von 93 % am stärksten 
beeinflusst. Ansonsten zeigten nur die Varianten M199E, M199R und M199K eine 
leichte Absenkung des re auf ca. 94 %. 
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Abbildung 44: Umsatz und Regioisomerenüberschuss re der PFOMT-Mutanten mit dem Substrat 3,4-
Dihydroxybenzoesäure 8. 
 
In Abbildung 45 ist der Umsatz und Regioisomerenüberschuss re der PFOMT-
Mutanten mit dem Substrat 4-Nitrocatechol 14 gezeigt. Der Wildtyp erreicht einen 
Umsatz von 29 %. Neben den generell eher niedrigen Umsätzen zwischen 3 – 38 % 
zeigt sich eine ähnliche Verteilung wie bei den Benzaldehyd- und Acetophenon-
Derivaten. Nur die Variante Y51R führt zu einem auffällig niedrigen Umsatz von 6 %. 
Beim Betrachten der Regioselektivitäten sticht Y51R mit dem bisher niedrigsten re 
von 52 % hervor. Y51K ist mit 75 % ebenfalls relativ niedrig. Doch auch die anderen 
Varianten der Position Y51 haben Einfluss auf den re, wenn auch nur in geringerem 
Maße. Für die Varianten von M199 und W184 wird nur eine Abnahme des re auf 
maximal 88 % detektiert.  
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Abbildung 45: Umsatz und Regioisomerenüberschuss re der PFOMT-Mutanten mit dem Substrat 4-
Nitrocatechol 14. 
 
In Abbildung 46 ist der Umsatz und Regioisomerenüberschuss re der PFOMT-
Mutanten mit dem Substrat 3,4-Dihydroxy-L-phenylalanin 10 gezeigt. Der Wildtyp 
erreicht einen Umsatz von 28 %. Die Variation der Positionen D2 und F3 zeigt nur 
einen geringen Einfluss auf den Umsatz. Im Gegensatz zu den Benzaldehyd- und 
Acetophenon-Derivaten, bei denen F3D und F3N die höchste Aktivität zeigt, ist dies 
hier bei F3K und F3A der Fall. F198A und F198L führen auch mit diesem Substrat 
nicht zu einem signifikanten Einfluss auf Umsatz oder re. Alle anderen Varianten 
zeigen einen sehr starken Umsatzeinbruch. Gleichzeitig ist bei Betrachtung des re zu 
erkennen, dass dieser von allen Varianten der Positionen Y51, M52, F80, D156, W184 
und M199 verändert wird. Im Besonderen bei den Mutanten Y51R, Y51K, M199E und 
M199K mit re-Werten zwischen 49 – 61 %.  
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Abbildung 46: Umsatz und Regioisomerenüberschuss re der PFOMT-Mutanten mit dem Substrat 3,4-
Dihydroxy-L-phenylalanin 10. 
 
In Abbildung 47 ist der Umsatz und Regioisomerenüberschuss re der PFOMT-Mutan-
ten mit dem Substrat Kaffeesäure 11 gezeigt. Der Wildtyp erreicht einen Umsatz von 
43 %. Obwohl es sich hier, wie bei 3,4-Dihydroxy-L-phenylalanin 10, um ein Phenyl-
propanoid handelt, verhalten sich die Umsätze sehr ähnlich zum 3,4-Dihydroxy-
benzaldehyd 2. Einen Einfluss auf den re haben nur die Varianten Y51R (96 %), Y51K 
(88 %) und M199K (96 %). 
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Abbildung 47: Umsatz und Regioisomerenüberschuss re der PFOMT-Mutanten mit dem Substrat 
Kaffeesäure 11. 
 
In Abbildung 48 ist der Umsatz und Regioisomerenüberschuss re der PFOMT-Mutan-
ten mit dem Substrat 6,7-Dihydroxycoumarin 31 gezeigt. Der Wildtyp erreicht einen 
Umsatz von 39 %. Bis auf die relativ niedrigen Umsätze bei M52A, M52G und W184A 
sind die Umsätze auch bei diesem Substrat mit denen der Benzaldehyde und Aceto-
phenone vergleichbar. Ein ganz anderes Bild zeigt sich bei den Regioselektivitäten. 
Betrachtet man die Struktur von 6,7-Dihydroxycoumarin 31 (Schema 18), ist 
ersichtlich, dass man hier eigentlich nicht von einer meta- oder para-Methylierung 
sprechen kann. Zur einfacheren Interpretation wurde daher die Position C6 als meta 
und C7 als para definiert. Die re –Werte zeigen, dass bei allen Varianten, wie auch 
beim Wildtyp, beide Positionen methyliert werden können. Allerdings ist die C6-
Position auch hier stark favorisiert. Den höchsten Anteil an C7-Produkt zeigen die 
Varianten D2F und F3K mit einem re von ca. 48 % und den höchsten Anteil an C6-
Produkt zeigt Y51R mit 95 %.  
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Abbildung 48: Umsatz und Regioisomerenüberschuss re der PFOMT-Mutanten mit dem Substrat 6,7-
Dihydroxycoumarin 31. 
 
3.1.5.2 Untersuchung der Kinetik ausgesuchter PFOMT-Mutanten 
In 3.1.5.1 wurde gezeigt, dass die Mutation von Aminosäuren, sowohl im N-Terminus 
als auch im aktiven Zentrum, zu einer veränderten Regioselektivität oder einer 
erhöhten Aktivität führen. Um diesen Umstand genauer analysieren zu können, 
wurde die Michaelis-Menten-Kinetik ausgesuchter Mutanten mit den Substraten 3,4-
Dihydroxybenzaldehyd 2 und 3,4-Dihydroxybenzoesäure 8 mit dem photometrisch-
en Assay aus 3.1.2.2 bestimmt. Die Biotransformationen wurden nach 2.4 in Triplika-
ten durchgeführt. Die Substratkonzentration wurde von 0 – 300 µM variiert und die 
Enzymkonzentration lag zwischen 2 – 5 µM.  
In Tabelle 33 sind die kinetischen Parameter für die einzelnen Mutanten angegeben. 
Das Substrat 3,4-Dihydroxybenzoesäure 8 zeigt mit den N-Terminus-Mutanten F3N 
und F3D im Vergleich zum Wildtyp zwar ähnliche kcat-Werte, zugleich jedoch auch 
einen erhöhten Km. Die katalytische Effizienz kcat/Km ist somit nur ca. halb so groß wie 
die des Wildtyps. Die N-Terminus-Mutante D2N hingegen zeigt sowohl einen erhöh-
ten kcat als auch einen niedrigeren Km. Dies führt zu einer ca. doppelt so hohen 
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katalytischen Effizienz. Im Gegensatz zu den Mutanten konnte beim Wildtyp eine 
leichte Substratinhibierung mit einem KS = 1167 µM festgestellt werden.  
Mit dem Substrat 3,4-Dihydroxybenzaldehyd 2 zeigen die N-Terminus-Mutanten alle 
einen leicht erhöhten kcat. Auf Grund der erhöhten Km-Werte für F3D, F3K, F3E und 
D2N ist die daraus resultierende katalytische Effizient ähnlich oder leicht verringert 
gegenüber dem Wildtyp. Eine erhöhte katalytische Effizienz zeigt nur die Mutante 
F3N.   
Da beim Substrat 3,4-Dihydroxybenzaldehyd 2 der Einfluss auf die Regioselektivität 
durch die Mutationen Y51R, Y51K, M199R und M199K am höchsten war, wurden hier 
ebenfalls die kinetischen Parameter bestimmt. Es zeigte sich, dass die Km-Werte nur 
leicht von dem des Wildtyps abweichen. Allerdings ist eine sehr deutliche Abnahme 
des kcat zu verzeichnen. Daraus ergibt sich daher eine um das 4 – 9 fache verringerte 
katalytische Effizienz.  
 
Tabelle 33: Parameter der Michaelis-Menten-Kinetik ausgesuchter Mutanten mit den Substraten 3,4-
Dihydroxybenzaldehyd 2 und 3,4-Dihydroxybenzoesäure 8. 
Substrat Mutante Km [µM] kcat [s-1] kcat/Km [L∙mol-1∙s-1)] KS [µM] 
 
WT 44,46 0,0091 204,77 1167,12 
F3N 68,74 0,0083 120,51 - 
F3D 107,45 0,0089 83,09 - 
D2N 26,60 0,0105 395,89 - 
 
WT 47,53 0,0189 397,13 - 
F3N 46,18 0,0215 466,16 - 
F3D 82,32 0,0330 400,71 - 
F3K 64,85 0,0233 358,73 - 
F3E 75,67 0,0236 311,34 - 
D2N 50,37 0,0195 388,03 - 
Y51R 62,30 0,0027 44,07 - 
Y51K 31,35 0,0017 52,64 - 
M199R 29,79 0,0027 92,08 - 
M199K 65,74 0,0031 47,85 - 
 
 109 
 
3.2 Erweiterung des Alkyl-Donor-Spektrums von PFOMT, BcOMT2 
und IEMT 
In 3.1 konnte gezeigt werden, dass die Methyltransferasen PFOMT, BcOMT2 und 
IEMT ein breites Spektrum an Substraten akzeptieren. Im zweiten Teil dieser Arbeit 
sollte nun untersucht werden, ob diese Methyltransferasen auch in der Lage sind 
artifizielle Kofaktoren, welche andere Alkylketten als ein Methyl am Schwefel 
beherbergen, zu akzeptieren und damit ihre Substrate zu Alkylieren. Die Synthese der 
SAM-Analoga kann sowohl rein chemisch als auch chemoenzymatisch erfolgen.[90,94]  
3.2.1 Chemische Synthese artifizieller SAM-Kofaktoren 
Drei unterschiedliche SAM-Analoga sollten mittels der von Stecher et al. 
beschriebenen chemischen Alkylierung von SAH mit dem entsprechenden Alkyl-
bromid in Gegenwart von Silbertriflat synthetisiert werden (2.8.1, Schema 19).[90] Die 
Reaktionskontrolle wurde mittels HPLC-MS durchgeführt.  
 
Schema 19: Chemische Synthese von Crotyl-SAM 49, Benzyl-SAM 50 und isopropyl-SAM 51. 
 
Bei der Reaktionskontrolle mittels HPLC-MS konnte zwar eine deutliche Abnahme der 
SAH Konzentration festgestellt werden, jedoch konnte der synthetisierte Kofaktor nur 
in Spuren nachgewiesen werden. Die Analyse mittels NMR war auf Grund der 
geringen Konzentration nicht möglich.  
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3.2.2 Chemoenzymatische Synthese artifizieller SAM-Kofaktoren 
3.2.2.1 Synthese und Reinigung von Methionin-Analoga 
Als Alternative zur rein chemischen Synthese der SAM-Analoga wurde die von Sing et 
al. veröffentlichte chemoenzymatische Reaktionsroute zur direkten in situ-Produk-
tion der Kofaktoren (siehe 1.6) eingesetzt.[94] Um eine breite Funktionalität der 
Alkylreste zu erhalten, wurden als erstes die in Schema 20 gezeigten Methionin-
Analoga 52-56 nach 2.8 synthetisiert.  
 
Schema 20: Syntheserouten der ausgesuchten Methionin-Analoga für die chemoenzymatische SAM-
Analoga Synthese (Umsätze in Klammern angegeben). *Aufgrund der fehlenden Aufreinigung des 
Produktes konnte hier kein Umsatz bestimmt werden. 
 
L-Homocystein ist weniger gut Verfügbar als andere Aminosäuren und daher als 
Ausgangsstoff relativ teuer. Aus diesem Grund wurde nach einer günstigeren 
Synthese von L-Homocystein zur Synthese von 55 und 56 gesucht. L-Methionin wird 
großtechnisch hergestellt und ist somit ein günstiger Ausgangsstoff. Es wurde daher 
die in Schema 21 gezeigte Synthese durchgeführt (2.8.2).[108] Mittels einer Birch-Re-
duktion kann die Kohlenstoff-Schwefel-Bindung von L-Methionin gespalten werden. 
Mittels dieser Methode konnte L-Homocystein mit einer Ausbeute von 87 % erhalten 
werden. 
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Schema 21: Birch-Reduktion von L-Methionin für die Darstellung von L-Homocystein. 
 
Die synthetisierten Methionin-Analoga wurde nach 2.8 mit dem HPLC-MS mittels 
semipräparativer HPLC gereinigt. Die Ausbeuten sind in Schema 20 angegeben. Für 
das Analogon 53 konnte keine Reinigung durchgeführt werden, da es sich hier um ein 
Azid handelt, welches in reinem Zustand explosiv sein könnte. Es wurde daher in den 
späteren Biotransformationen direkt als Rohprodukt eingesetzt.  
Des Weiteren sollen neben den oben erwähnten Methionin-Analoga auch fluorierte 
Analoga (57-63) für die chemoenzymatische Alkylierung eingesetzt werden (Schema 
22). Diese wurden freundlicherweise vom Kooperationspartner Glaxo Smith Kline Ltd 
(Stevenage, UK) zur Verfügung gestellt.   
 
HO
O
NH2
S
CF3
O
O
NH2
S
CF3
HO
O
NH2
S
HO
O
NH2
S
CH2CH2F
CF3
O
O
NH2
S CF3
HO
O
NH2
S
CHF2
O
O
NH2
S
CHF2
57 58 59
60
61 62 63  
Schema 22: Fluorierte Methionin-Analoga für die chemoenzymatische Alkylierung.  
 
3.2.2.2 Methionin Adenosyltransferase hMAT2A für die SAM-Analoga Synthese 
In 1.6 wurde bereits beschrieben, dass die menschliche Methionin-
Adenosyltransferase hMAT2A ein breites Substratspektrum besitzt. Diese soll daher 
für die Enzymkaskade der chemoenzymatischen Alkylierung eingesetzt werden 
(Schema 9). Dafür war es zunächst nötig deren Methionin-Analoga Akzeptanz zu 
testen. Außerdem sollten auch die Literaturbekannten Varianten von hMAT2A I117A, 
I322A und I322V auf deren Akzeptanz untersucht werden.  
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3.2.2.2.1 Expression und Reinigung 
Das hMAT2A Wildtyp Gen in dem Plasmid pET28a(+) wurde freundlicherweise von 
Prof. Jon Thorson (Center for Pharmaceutical Research and Innovation, College of 
Pharmacy, University of Kentucky) zur Verfügung gestellt. Das Plasmid wurde in den 
Expressionsstamm E. coli BL21 (DE3) transformiert (2.2.5) und die Expression nach 
2.3.2.4 durchgeführt (Abbildung 49). Die Reinigung wurde mittels IMAC mit 
HisGraviTrap™ TALON®-Säulen durchgeführt (2.3.4.2). Die Reinheit betrug >99 % 
und die Proteinkonzentration (BCA-Assay 2.3.5.1) lag bei 7,1 mg/mL. Die Mutationen 
I322A und I322V wurden mittels des Quikchange® Protokoll (2.2.11) durchgeführt 
und die Enzyme konnten auf gleiche Weise exprimiert und gereinigt werden (hier 
nicht gezeigt). Die Variante I117A konnte nicht löslich exprimiert werden.   
 
Abbildung 49: 12 % SDS-PAGE-Gel der Expression (hMAT2A in Spur 3 und 4 zu t = 0 und 4 h; Pellet 
nach Aufschluss in Spur 5, Lysat nach Aufschluss in Spur 6) und Reinigung von hMAT2A mittels 
TALON®-Säulen (Spur 8). hMAT2A hat ein Molekulargewicht von ca. 43 kDa. (M = Marker). 
 
 
3.2.2.2.2 Assay-Entwicklung zur Quantifizierung der SAM-Analoga Produktion 
Es musste zunächst ein Assay entwickelt werden, welches die Quantifizierung der von 
hMAT2A produzierten SAM-Analoga ermöglicht. Die direkte quantitative Bestim-
mung der SAM-Analoga gestaltet sich jedoch schwierig, da die synthetisierten Kofak-
toren nicht stabil sind und keine reinen Standards für eine Standardgerade 
vorhanden sind. Vor diesem Hintergrund wurden zunächst die natürlichen Degrada-
tionsprozesse von SAM betrachtet.[95] SAM bzw. dessen Analoga zerfallen unter 
neutralen Bedingungen zum entsprechenden 5‘-Alkylthioadenosin und Homo-
serinlacton (Schema 23 A). Unter basischen Bedingungen findet ein Abbau zum 
entsprechenden S-Ribosylmethionin-Analoga und Adenin statt (Schema 23 B).       
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Schema 23: Degradationsprozesse von SAM-Analoga unter A) neutralen und B) basischen 
Bedingungen.  
 
Die Degradationsprodukte 5‘-Alkylthioadenosin und Adenin sind in neutralem Milieu 
stabil, besitzen beide eine starke Absorptionsbande bei λ = 260 nm und könnten auf-
grund der Stöchiometrie für die Quantifizierung des entstandenen Kofaktors mittels 
HPLC verwendet werden. Dazu muss man aber zunächst sicherstellen, dass SAM 
vollständig zu den erwähnten Produkten abgebaut wird. Gordon Mills beschreibt in 
einer Publikation von 1989, dass durch Erhitzen einer Lösung aus SAM und 0,5 % 
Thiodiethanol (TDE) bei 100 °C für 25 Minuten das SAM zu 100 % zu 5‘-
Methylthioadenosine (MTA) abgebaut wird.[116] Basierend auf diesen Ergebnissen 
wurde daher eine 1 mM SAM-Lösung (250 µL) mit und ohne Zugabe von 0,5 % TDE 
für 30 und 90 Minuten bei 95 °C (technisch bedingt keine 100 °C) erhitzt und eine 
weitere Probe über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proben wurden danach 
am HPLC-MS mit einer neu entwickelten Methode vermessen (Tabelle 39-16) und die 
Konzentration an MTA und Adenin mittels Standardgeraden bestimmt (Abbildung 50 
und Abbildung 51). Als erstes konnte festgestellt werden, dass die Zugabe von TDE 
keinen Einfluss auf den Abbau hat. Bei beiden Proben ist zudem gut erkennbar, dass 
bereits durch 30-minütiges Erhitzen die Abbaureaktion beendet ist und nach 90 
Minuten keine Änderung mehr ersichtlich ist. Hierdurch ist auch gezeigt, dass die 
Abbauprodukte trotz weiterem Erhitzen stabil sind und mit der Zeit nicht abgebaut 
werden. Ohne Erhitzen ist selbst nach einer Inkubation über Nacht nur ein geringer 
Abbau erkennbar. Die Messungen ohne jegliche Inkubation bei 0 Minuten zeigen 
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ebenfalls geringe Konzentrationen an MTA und Adenin. Zieht man diese nun als 
Blindwert ab, kommt man nach 30 Minuten Inkubation auf eine Gesamtkonzentration 
der Abbauprodukte von 0,83 mM. Da die Reinheit des SAM vom Hersteller mit ≥ 75 % 
(entspricht dann ≥ 0,75 mM) angegeben ist und eine 1 mM Lösung angesetzt wurde, 
ist von einem vollständigen Abbau auszugehen. Um dies zu bestätigen wurde mit der 
Fläche des MS-Signals des SAMs (m/z + 1H = 399,12), vor und nach der Inkubation, 
untersucht wie viel SAM noch in den Proben vorhanden ist. Mit dem MS-Signal ist es 
möglich SAM auch noch im nanomolaren Konzentrationsbereich nachzuweisen. Aus 
dieser Messung konnte ein Abbau von SAM nach 30 Minuten erhitzen bei 95 °C zu 
>99 % festgestellt werden. Basierend auf diesen Ergebnissen kann also die HPLC 
Methode eigesetzt werden, um die Aktivität von hMAT2A und dessen Varianten mit 
den Methionin-Analoga zu untersuchen. 
 
 
Abbildung 50: Bestimmung des Abbauproduktes MTA mittels HPLC bei Inkubation einer 1 mM SAM-
Lösung über 0, 30 und 90 Minuten bei 95 °C und bei RT über Nacht mit und ohne Zugabe von 0,5 % 
TDE.  
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Abbildung 51: Bestimmung des Abbauproduktes Adenin mittels HPLC bei Inkubation einer 1 mM 
SAM-Lösung über 0, 30 und 90 Minuten bei 95 °C und bei RT über Nacht mit und ohne Zugabe von 
0,5 % TDE. 
 
3.2.2.2.3 Design und Charakterisierung der hMAT2A Varianten 
Die Untersuchungen aus 3.2.2.2.2 haben gezeigt, dass eine Inkubation von 30 Minuten 
bei 95 °C zum vollständigen Abbau der SAM-Analoga zum 5‘-Alkylthioadenosin und 
Adenin führt. Dieser Assay wird daher für den Vergleich der Aktivität des hMAT2A 
Wildtyps und dessen Varianten mit den Methionin-Analoga aus 3.2.2.1 eingesetzt. 
Wang et al. konnte mittels einer fokussierten Mutantenbibliothek im aktiven Zentrum 
von hMAT2A zeigen, dass die Positionen I117 und I322 einen Einfluss auf die 
Methionin-Analoga Akzeptanz haben.[102] Hierbei waren vor allem die Varianten 
I117A und I322V in der Lage längerkettige Analoga Umzusetzen, welche mit dem 
Wildtyp keine Aktivität zeigten. Dies ist hauptsächlich auf die Sterik zurückzuführen, 
da die Mutanten die hydrophobe Tasche im Bereich der Methylgruppe von Methionin 
vergrößern. Die beiden Varianten I117A, I322V und zusätzlich die Variante I322A 
sollten auf deren Akzeptanz der in 3.2.2.1 synthetisierten Methionin-Analoga getestet 
werden. Leider war es nicht möglich die Variante I117A löslich zu exprimieren, 
weshalb nur die Varianten I322V und I322A zum Vergleich mit dem Wildtyp 
untersucht werden konnten.  
Um die Aktivitäten zu bestimmen, wurden 5 µM MAT mit 2 mM Methionin/Analog 
und 1 mM ATP in MAT-Puffer (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 5 mM MgCl2, 50 mM KCl) für 
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24 h inkubiert und die Reaktion mittels Hitzeschock für 30 Minuten bei 95 °C beendet 
(2.6.4). Als Negativkontrolle wurde die jeweilige MAT ohne die Zugabe von Methionin 
bzw. Analogon inkubiert. Alle Messungen wurden in Duplikaten durchgeführt. Die im 
Folgenden gezeigten Ergebnisse entsprechen den Mittelwerten. Zur besseren 
Übersicht werden die fluorierten Methionin-Analoga separat behandelt. Bei den 
Messungen hatte sich gezeigt, dass auch ohne Zugabe von Methionin/Analoga eine 
schwache Aktivität vorhanden ist. Da sich hierbei das MTA beim Abbau von kleinen 
Mengen SAM bildete, war davon auszugehen, dass hMAT2A und dessen Varianten bei 
der Expression bzw. Faltung der Proteine Methionin inkorporieren, was wiederum zu 
einer geringen Hintergrundreaktion führt. Diese Werte wurden daher von der 
Gesamtaktivität abgezogen.  
In Abbildung 52 sind die Aktivitäten für die nicht fluorierten Methionin-Analoga 
relativ zum Wildtyp mit dessen natürlichen Substrat Methionin (100 %) gezeigt. Im 
Allgemeinen ist zu erkennen, dass die Gesamtaktivität beim Einsatz von Methionin-
Analoga geringer ist als mit dem natürlichen Substrat. Für Ethionin 54, das Allyl- 55 
und Propargyl-Analogon 52 können moderate Aktivitäten von ca. 20-69 % 
festgestellt werden. Die funktionalisierten Nitril- 56 und Azid-Analoga 53 zeigen nur 
Aktivitäten von ca. 4-6 %. Eine um ca. das Doppelte erhöhte Aktivität im Vergleich 
zum Wildtyp ist nur beim Propargyl- 52 und Azid-Analogon 53 beim Einsatz der 
Variante I322A erkennbar.  
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Abbildung 52: Aktivität von hMAT2A und dessen Varianten I322A und I322V mit Methionin-
Analoga. Die Aktivität ist in % relativ zum Wildtyp mit dessen natürlichen Substrat Methionin 
(100 %) angegeben.  
 
In Abbildung 53 sind die Aktivitäten für die fluorierten Methionin-Analoga relativ 
zum Wildtyp mit dessen natürlichen Substrat Methionin (100 %) gezeigt. Mit 
maximal ca. 15 % sind die Aktivitäten bei diesen artifiziellen Substraten sehr gering. 
Besonders auffällig ist, dass beim Einsatz des entsprechenden Methylethers der 
Methionin-Analoga eine höhere Aktivität im Gegensatz zur freien Aminosäure zu 
beobachten ist. Das CF3-Methylester-Analogon 61 wird von der Variante I322V mit 
2 % am besten umgesetzt. Das CHF2-Methylester-Analogon 62 wird hingegen vom 
Wildtyp mit 4 % Aktivität am besten akzeptiert. Das um ein C-Atom längere CH2CF3-
Methylester-Analogon 63 wird von I322V mit ca. 7 % noch etwas besser umgesetzt 
als die kürzeren Analoga. Dies ist ebenfalls zu beobachten bei dem nur einfach 
fluorierten CH2CH2F-Analogon 60, welches mit 15 % beim Wildtyp die höchste 
Aktivität für fluorierte Analoga zeigt.  
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Abbildung 53: Aktivität von hMAT2A und dessen Varianten I322A und I322V mit Methionin-Analoga 
(Die mit * gekennzeichneten Analoga entsprechen dem Methyl-Ester der Aminosäuren). Die Aktivität 
ist in % relativ zum Wildtyp mit dessen natürlichen Substrat Methionin (100 %) angegeben.  
 
3.2.3 Untersuchung der SAM-Analoga Akzeptanz der Methyltransferasen 
PFOMT, BcOMT2 und IEMT 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass es möglich ist mit hMAT2A artifizielle 
Kofaktoren in situ zu erzeugen, sollte als nächstes untersucht werden, ob die Methyl-
transferasen PFOMT, BcOMT2 und IEMT aus 3.1 in der Lage sind diese Kofaktoren für 
eine katalytische Alkylierung zu akzeptieren. Da diese Experimente parallel zur 
Untersuchung der hMAT2A-Varianten durchgeführt wurden, wurde zunächst der 
hMAT2A Wildtyp mit den Methyltransferasen und den zu diesem Zeitpunkt vor-
handenen Methionin-Analoga untersucht. Dies sollte Aufschluss darüber geben, 
welche der Methyltransferasen das größte Potential für eine Alkylierung besitzt. Die 
Aktivität wurde per HPLC durch Bestimmung des bei der Transalkylierung entstehen-
den SAH gemessen (Tabelle 39-1). 
Es wurden 5 µM MAT, 10 µM MT, 100 µM 3,4-Dihydroxyacetophenon 1 in 100 µL 
Gesamtvolumen mit 2 mM Methionin/Analog und 1 mM ATP in MAT-Puffer (50 mM 
Tris-HCl pH 7,5, 5 mM MgCl2, 50 mM KCl) für 23 h inkubiert und die Reaktion durch 
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Zugabe von 100 µL Methanol beendet (2.6.5). Als Negativkontrolle wurde die Gesamt-
lösung ohne die Zugabe von Methionin bzw. Analoga inkubiert. Alle Messungen 
wurden in Duplikaten durchgeführt. Die im Folgenden gezeigten Ergebnisse 
entsprechen den Mittelwerten (Abbildung 54). 
Methionin als natürliches Substrat akzeptieren PFOMT und IEMT etwa gleich gut. 
BcOMT2 zeigt wie schon in Kapitel 3.1.3 eine etwas geringere Aktivität (68 %). Bei 
Ethionin 54 sind die Unterschiede wesentliche gravierender. IEMT akzeptiert das 
Analogon mit 116 % sogar etwas besser als Methionin, während PFOMT mit nur 22 % 
dieses Analogon deutlich schlechter für eine Alkylierung akzeptiert. BcOMT2 zeigt mit 
4 % nur minimale Aktivität. Das Allyl-Analogon 55 wird von allen MTs am besten 
akzeptiert, wobei PFOMT mit 146 % die höchste Aktivität zeigt. Das Propargyl- 52, 
Nitril- 56 und Azid-Analogon 53 wird jeweils von PFOMT mit Aktivitäten von 40, 10 
und 44 % am besten akzeptiert. Der Einsatz von fluorierten Analoga führt zu einem 
deutlichen Einbruch der Aktivitäten auf ca. 2-4 % bei PFOMT. BcOMT2 zeigt mit dem 
CH2CF3-Methylester-Analogon 63 Aktivität, jedoch nicht mit dem CH2CF3-Analogon 
59. IEMT zeigt bei diesen beiden Analoga gar keine Aktivität mehr.   
 
Abbildung 54: Aktivität der Methyltransferasen PFOMT, BcOMT2 und IEMT in Kombination mit dem 
hMAT2A Wildtyp und Methionin-Analoga (Die mit * gekennzeichneten Analoga entsprechen dem 
Methyl-Ester der Aminosäuren). Die Aktivität ist in % relativ zum PFOMT Wildtyp mit dessen 
natürlichen Substrat Methionin (100 %) angegeben. 
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3.2.3.1 Design und Charakterisierung der PFOMT-Mutantenbibliothek 
Die Untersuchungen aus 3.2.3 haben gezeigt, dass PFOMT in der Lage ist, alle bisher 
getesteten SAM-Analoga zu akzeptieren. PFOMT ist dabei in den meisten Fällen 
aktiver als BcOMT2 und IEMT. Aufgrund dieser Beobachtungen wurde PFOMT zum 
Screening aller SAM-Analoga eingesetzt. In diesem Zusammenhang wurde zudem die 
aktive Tasche von PFOMT genauer Untersucht. Es wurden Aminosäuren betrachtet, 
die sich in der Nähe des zu übertragenden Alkylrestes und der zu alkylierenden Hy-
droxygruppe befinden (Abbildung 55). Die Aminosäuren M52, F80 und Y51 wurden 
ähnlich der bereits in 1.6 erläuterten „bump-hole“-Strategie zu kleineren Amino-
säuren mutiert (M52A, M52G, F80A und Y51A). Dies soll vor allem ermöglichen 
sterisch anspruchsvollerer Alkylreste effizienter zu übertragen.  
 
Abbildung 55: Ausschnitt aus der Kristallstruktur von PFOMT (grau) mit ko-kristallisiertem SAH 
(grün) und Calcium(II)-Kation (hellgrün)(PDB 3C3Y). Das Substrat 3,4-Dihydroxybenzaldehyd 2 
(Cyan) wurde in die aktive Tasche gedockt. Die rot eingefärbten Aminosäuren (M52, F80) in direkter 
Nähe zur Hydroxygruppe, welche alkyliert werden soll und die etwas weiter entfernte Aminosäure 
Y51 (gelb) wurden mittels rationalen Enzymdesigns für die Untersuchung der SAM-Analoga 
Akzeptanz zu kleineren Aminosäuren mutiert. 
Y51 
F80 
M52 
D156 
F198 
W184 
M199 
N-Terminus 
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Damit der Einsatz an Enzymmenge für das gesamte Screening gering gehalten werden 
konnte, wurde in einem Vorversuch zunächst die Enzymkonzentration reduziert und 
die Reaktion über die Zeit beobachtet. Nach 2.6.6 wurden 200 µM 3,4-Dihydroxy-
acetophenon 1 mit 1 µM hMAT2A_WT und 1 µM PFOMT_WT und 1 mM Methionin 
über 23 h inkubiert und im Anschluss mittels HPLC vermessen (Tabelle 39-17). 
Bereits nach 2,5 h war das Substrat vollständig zu Produkt umgesetzt (Abbildung 56). 
Im Folgenden wurde daher für alle Varianten die reduzierte Enzymkonzentration 
eingesetzt. 
 
Abbildung 56: HPLC-Diagramm der Umsetzung von 3,4-Dihydroxyacetophenon 1 (rot) mit 
reduzierter hMAT2A_WT und PFOMT_WT Enzymkonzentration nach 2,5 h Inkubationszeit (blau).   
 
Das Screening der Mutantenbibliothek wurde durchgeführt, indem alle PFOMT 
Varianten (WT, M52A, M52G, F80A und Y51A) mit jeweils der hMAT2A-Variante aus 
3.2.2.2.3, die mit dem entsprechenden Methionin-Analoga die höchste Kofaktor-
produktion zeigte, in einer one-pot Reaktion kombiniert wurden (2.6.6). Mittels HPLC 
(Tabelle 39-18) wurde erneut die SAH Konzentration bestimmt und die Werte für die 
jeweiligen SAM-Analoga relativ zum Wildtyp angegeben (Tabelle 34). Die Reaktionen 
wurden in Duplikaten durchgeführt und die angegebenen Aktivitäten entsprechen 
den Mittelwerten. Die absoluten Aktivitäten waren bei diesem Screening wesentlich 
geringer als in 3.2.3. Dies liegt natürlich vor allem an der geringeren Enzymkonzen-
tration. Allerdings konnte auch ein Präzipitieren der Enzyme nach ca. einer Stunde 
Inkubationszeit beobachtet werden. Die Werte für die Aktivität können daher nur 
untereinander für die jeweiligen Methionin- bzw. daraus resultierenden SAM-
Analoga in Relation zum Wildtyp betrachtet werden. 
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Tabelle 34: Screening der PFOMT Varianten in Kombination der hMAT2A Varianten mit Methionin-
Analoga (Die mit * gekennzeichneten Analoga entsprechen dem Methyl-Ester der Aminosäuren). Die 
Aktivitäten sind jeweils relativ zum Wildtyp für das entsprechende Methionin-Analogon angegeben. 
  PFOMT Variante 
  WT M52A M52G F80A Y51A 
h
M
A
T
2
A
_W
T
 
 
1,00 0,96 1,00 1,18 1,06 
 
1,00 0,63 0,40 0,11 2,42 
 
1,00 0,79 0,64 1,46 0,81 
 
1,00 0,43 0,49 0,72 0,92 
 
1,00 0,65 0,65 0,70 0,51 
 
1,00 0,65 0,65 0,70 0,51 
 
1,00 0,66 0,75 0,87 0,79 
h
M
A
T
2
A
_I
3
2
2
V
  
1,00 0,94 0,96 1,01 0,94 
 
1,00 1,27 1,26 0,26 1,03 
 
1,00 0,65 0,19 0,11 0,82 
 
1,00 1,13 0,98 1,06 3,09 
 
1,00 0,92 0,93 1,01 1,30 
h
M
A
T
2
A
_I
3
2
2
A
 
 
1,00 0,91 1,11 1,40 1,12 
 
1,00 1,59 1,27 2,07 2,04 
 
1,00 0,88 1,00 1,14 1,41 
 
Im Allgemeinen zeigen die meisten PFOMT Varianten mit den SAM-Analoga ähnliche 
oder niedrigere Aktivitäten im Vergleich zum Wildtyp. Interessanterweise sind 
leichte Aktivitätssteigerungen von den Varianten F80A und Y51A zu beobachten, 
obwohl diese weiter von dem zu übertragenden Alkylrest entfernt liegen und in 
3.1.5.1 eine geringere Aktivität gegenüber dem Wildtyp gezeigt haben. So besitzt die 
Variante F80A für das Nitril-56 und das Propargyl-Analogon 52 und die Variante 
Y51A für Ethionin 54, das Propargyl- 52, Azid- 53, CH2CF3- 59 und CH2CF3-Methyl-
ester-Analogon 63 eine erkennbar erhöhte Aktivität. Die Varianten M52A und M52G 
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haben nur einen positiven Effekt auf die Aktivität mit dem Allyl- 55 und Propargyl-
Analogon 52.  
 
3.2.3.2 Nachweis der Alkylierungsprodukte mittels LC-MS 
Da die Aktivität der PFOMT-Varianten bisher nur indirekt über die Detektion von SAH 
bestimmt wurde, sollte in einem separaten Versuch die Bildung der entsprechenden 
alkylierten Produkte mittels Massenspektroskopie nachgewiesen werden. Basierend 
auf den geringen Aktivitäten des ersten Screenings mit nur 1 µM hMAT2A- und 
PFOMT-Varianten mussten dabei jedoch die Reaktionsbedingungen der Biotrans-
formationen angepasst werden, damit mehr ionisierte Produktmoleküle im ESI-MS 
gebildet werden und so eine Detektion der entsprechenden Produktmasse möglich 
wird (2.6.7). Für den Nachweis der Produkte wurde der hMAT2A- und PFOMT-
Wildtyp mit einer Konzentration von 10 (MT) bzw. 5 µM (MAT) verwendet. Diese 
beiden Enzyme zeigten bisher die höchste Stabilität und kaum ein Präzipitieren der 
Proteine auch bei längeren Inkubationszeiten oder beim längeren Lagern bei -80 °C. 
Zusätzlich wurde DTT zur Reaktion hinzugegeben, um ein reduzierendes Milieu zu 
erhalten, wodurch die Stabilität der Proteine unterstützt werden sollte.[92] Damit das 
Reaktionsgleichgewicht auf die Seite der Produkte verschoben wird, wurde zusätzlich 
die in 3.1.2.2 bereits erwähnte SAH Nukleosidase zur Reaktion hinzugegeben. Diese 
spaltet das SAH, welches ein natürlicher Inhibitor für Methyltransferasen ist, in 
Adenin und S-Ribosyl-L-homocystein. Da eine hohe Salz bzw. Pufferkonzentration bei 
der LC-MS Messung zu starker Ionenunterdrückung führt, wurden die Produkte mit 
MTBE extrahiert, nach dem Evakuieren in 1:1 MeOH:H2O resuspendiert und mittels 
LC-MS untersucht (Tabelle 39-19). Zur genaueren Identifizierung wurde neben der 
Masse im MS auch das Absorptionsspektrum der entsprechenden Peaks im DAD-
Signal mit dem des Substrates abgeglichen.  
Zunächst war zu beobachten, dass sich auch nach mehreren Stunden Reaktionszeit 
kein Niederschlag während der Inkubation bei 37 °C bildete. Bei LC-MS Messungen 
werden normalerweise, bei einer positiven Polarisierung, die Massen pro Ladung plus 
ein Proton (m/z + 1H) angezeigt. Im vorliegenden Fall war jedoch bereits bei der 
Masse des Substrates eine Abweichung von ca. 0,2 – 0,5 [m/z] weniger als erwartet 
erkennbar. Da dies sehr wahrscheinlich auf eine falsche Kalibrierung des MS 
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zurückzuführen war, wurde auch für die Produkte die Masse mit dieser Abweichung 
gesucht. In Tabelle 35 sind die theoretisch erwarteten Massen für das jeweilige 
Alkylierungsprodukte und die bei den LC-MS Untersuchungen gefundenen Massen 
angegeben.  
 
Tabelle 35: Theoretische und gefundene Massen der Alkylierungsprodukte aus den Biotransforma-
tionen von hMAT2A- und PFOMT-Wildtyp mit den Methionin-Analoga und 3,4-Dihydroxyaceto-
phenon 1 als Substrat. (Für die mit * gekennzeichneten Produkte wurden die Methyl-Ester der 
Methionin-Analoga eingesetzt)  
Alkylierungsprodukt Theoretische Masse (m/z) Gefundene Massen (m/z + 1H) 
 166,1 166,7 
 180,1 180,7 
 192,1 192,7 
 
190,1 208,8 
 
191,1 209,7 
 221,1 221,7 
 220,0 nd 
 
220,0 nd 
 202,0 nd 
 
202,0 nd 
 234,1 nd 
 
234,1 nd 
 198,1 198,8 
nd = nicht detektierbar 
Für Methionin konnte sowohl die Masse für eine einfache als auch die für eine 
zweifache Methylierung gefunden werden. Im Falle von Ethionin 54, dem Allyl- 55 
und dem Azid-Analogon 53 ist nur eine einfache Alkylierung nachweisbar. Für das 
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Nitril- 56 und das Propargyl-Analogon 52 konnten abweichende Massen nachgewie-
sen werden, was auf eine Folgereaktion nach der Alkylierung schließen lässt. Für die 
fluorierten Analoga konnte nur im Falle des CH2CH2F-Analogon 60 die Masse für eine 
einfache Alkylierung des Substrates detektiert werden. Bei allen anderen war es nicht 
möglich die Masse der Produkte zu finden. Für alle Produkte, bis auf das CH2CH2F-
Analogon 60, konnte im DAD-Signal dasselbe Absorptionsspektrum wie beim 
Substrat 3,5-Dihydroxyacetophenon 1 mit Absorptionsmaxima bei λ = 230, 275 und 
305 nm beobachtet werden. 
 
3.2.4 PFOMT-IEMT gekoppelte one-pot Alkylierung von 3,4-Dihydroxy-
acetophenon 1 
In 3.1.4 konnte bereits gezeigt werden, dass PFOMT_F3D für 3,4-Dihydroxy-
acetophenon 1 eine strikte meta-Selektivität (re >99 %) aufweist und IEMT mit einem 
re = -32 % bevorzugt die para-Hydroxygruppe alkyliert. Die beiden Methyltrans-
ferasen sollten nun in einer one-pot Biotransformation in Verbindung mit der in 3.2.3 
gezeigten chemoenzymatischen in situ SAM-Analoga-Synthese kombiniert werden 
(Schema 24 A). Dies soll Aufschluss geben, welche Produkte dabei bevorzugt 
entstehen und ob eine selektive Mehrfachalkylierung möglich ist. Die Variante F3D 
von PFOMT wurde hierbei eingesetzt, da sie bei fast allen Substraten bei hoher 
Regioselektivität den höchsten Umsatz zeigte. Für IEMT wurde der Wildtyp 
eingesetzt. 
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Schema 24: A) Kaskade der in situ SAM-Analoga-Synthese mit gekoppelter one-pot Alkylierung 
mittels PFOMT_F3D und IEMT. B) Produkte 1a-h aus A mit dem Substrat 3,4-Dihydroxyacetophenon 
1 mit Ethyl- oder Allyl-SAM-Analogon.  
 
Die Biotransformation wurde nach 2.6.8 angesetzt und über 38 h inkubiert. Die 
Produkte wurden mittels LC-MS identifiziert (Tabelle 39-20). Da alle Produkte 
dasselbe Absorptionsspektrum wie das Substrat (3,4-Dihydroxyacetophenon 1) 
aufweisen, wurde deren Fläche im DAD-Signal bei λ = 275 nm bestimmt und die 
Produktverteilung untersucht (Abbildung 57). Es handelte sich hierbei um eine 
Einfachbestimmung.  
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1a und1b entsprechen dem meta- bzw. para-Produkt der Ethylierung. Die Verteilung 
von meta- zu para-Produkt liegt bei ca. 6:1. 1c und 1d entsprechen dem meta- bzw. 
para-Produkt der Allylierung. Erneut ist die meta-Position bevorzugt, jedoch mit 
einem etwas niedrigeren Verhältnis von ca. 4:1. Die Allylierung ist allerdings gegen-
über der Ethylierung um ca. das 4-fache höher. 1e – h sind die Produkte, die 
entstehen, wenn eines der Produkte 1a – d in einem zweiten Schritt erneut ethyliert 
oder allyliert wird (alle möglichen Produkte in Schema 24 B). Von diesen konnten nur 
Produkt 1f, welches einer meta-Ethylierung und einer para-Allylierung entspricht, 
und Produkt 1h, welches an beiden Hydroxygruppen allyliert wurde, nachgewiesen 
werden. Ein bereits alkyliertes Produkt konnte somit zwar erneut allyliert (1f und 1h) 
jedoch nicht mehr ethyliert (1e und 1g) werden. Im Vergleich zu einer einfachen 
Alkylierung wurde allerdings nur ein kleiner Teil der Produkte 1a – d ein zweites Mal 
alkyliert. 
 
 
Abbildung 57: Produktverteilung der one-pot Alkylierung von 3,4-Dihydroxyacetophenon 1 mit 
PFOMT_F3D und IEMT und den in situ synthetisierten Ethyl- und Allyl-Analoga von SAM. 
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4 Diskussion 
4.1 Substratspektrum der Methyltransferasen PFOMT, BcOMT2 
und IEMT 
4.1.1 Expression und Reinigung von PFOMT, BcOMT2 und IEMT 
Obwohl gerade die Expression von pflanzlichen Proteinen in Bakterien oft schwierig 
ist,[117,118] konnten alle drei Wildtyp-Methyltransferasen erfolgreich in E. coli rekom-
binant exprimiert werden. Im Falle der pflanzlichen IEMT aus Clarkia breweri musste 
allerdings die Expression bei 12 °C durchgeführt werden, da die Expression bei 20 °C, 
wie in der Literatur beschrieben,[64] generell zur Bildung von Inklusionskörpern und 
somit zu einem inaktiven Enzym führte. Die niedrigere Temperatur verlangsamt die 
Expression, wodurch die Proteine länger Zeit haben sich korrekt zu falten.[118] 
BcOMT2 aus Bacillus cereus zeigte aufgrund seines bakteriellen Ursprungs keine 
Bildung von Inklusionskörpern und die stärkste Expression der untersuchten 
Methyltransferasen. PFOMT aus Mesembryanthemum crystallinum konnte ohne eine 
Verminderung der Temperatur ebenfalls in guten Ausbeuten exprimiert werden. 
Auch die Mutantenbibliothek von PFOMT zeigte durchweg die gleichen Expressions-
raten wie die des Wildtyps. Die Reinigung der Methyltransferasen konnte erfolgreich 
mittels der IMAC durchgeführt werden. 
4.1.2 Assays zur Bestimmung der Methyltransferasenaktivität 
4.1.2.1 HPLC Assay 
Da in der vorliegenden Arbeit eine große Anzahl strukturell sehr unterschiedlicher 
Substrate getestet werden sollte, war es zwingend nötig ein Assay zu entwickeln, 
welches zum einen substratunabhängig ist aber zum anderen auch einen moderaten 
Durchsatz ermöglicht. Die in 3.1.2.1 beschriebene HPLC-Methode ermöglicht mit 
einer Gesamtlaufzeit von nur 9 Minuten die Messung der SAH Konzentration von über 
150 Proben pro Tag. Zudem konnte gezeigt werden, dass in einem breiten linearen 
Bereich zwischen 1 und 500 µM gemessen werden kann. Der Assay eignet sich somit 
optimal für das Screening der Methyltransferasen mit den ausgesuchten Substraten, 
da bei einer eingesetzten Substratkonzentration von 200 µM auch ein Umsatz von 
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0,5% noch messbar ist. Ein weiterer Vorteil ist, dass die Biotransformationen nach 
dem Hitzeschock und Abzentrifugieren direkt in das HPLC-System eingespritzt 
werden können und somit weitere Aufarbeitungsschritte oder die Verwendung 
interner Standards nicht nötig sind. Das bei der Biotransformation eingesetzte SAM 
hat keinen natürlichen Degradationsweg zum SAH. Eine Hintergrundreaktion, die das 
Ergebnis beeinflusst, kann daher ausgeschlossen werden. Ein kleiner Hintergrund an 
SAH ist jedoch trotzdem vorhanden, da das kommerziell erhältliche SAM aufgrund des 
Produktionsprozesses ca. 1,5-2% SAH enthält. Dieser Hintergrund wurde mit Nega-
tivkontrollen bestimmt und bei allen Messungen subtrahiert.  
4.1.2.2  Enzymgekoppelter photometrischer Assay 
Auf Basis der Enzymkaskade aus Schema 10 konnte ein Assay entwickelt werden, der 
den Durchsatz von mehreren hundert Proben pro Tag ermöglicht. Mit einem linearen 
Bereich zwischen 5 und 100 µM SAH besitzt der Assay eine vergleichbare Range wie 
der in der Literatur beschriebene Assay unter der Verwendung von Ellmans Reagenz 
DTNB.[36] Der Nachteil von DTNB ist dessen Reaktion mit allen im Assay vorhandenen 
Thiolgruppen. Dies kann je nach verwendetem Substrat bzw. Enzym eine starke 
Hintergrundreaktion hervorrufen. Die in dieser Arbeit verwendete L-Aminosäure 
Oxidase (LAAO) ist selektiv auf L-Aminosäuren.[119] Es wird daher nur das Produkt der 
Spaltung von SAH, das S-Ribosyl-L-homocystein, detektiert und somit keine Hinter-
grundreaktion erzeugt. Zudem haben Kontrollversuche gezeigt, dass die LAAO nicht 
auf den Kofaktor SAM oder Aminosäurereste des Proteingerüsts aktiv ist. Das 
entwickelte Assay besitzt zwar einen kleineren linearen Bereich im Vergleich zum 
HPLC-Assay, eignet sich aber vor allem zur Durchführung kinetischer Messungen 
oder für das Screening einer größeren Anzahl an Proben in kürzerer Zeit. Mit dem 
HPLC- und dem photometrischen Assay stehen zwei substratunabhängige Mess-
methoden zur Verfügung mit denen es möglich ist sowohl sehr geringe Aktivitäten 
von Methyltransferasen zu detektieren (HPLC) als auch die Kinetik der Enzyme zu 
untersuchen (photometrisch). 
 
4.1.2.3 Festphasen-Assay 
Da der enzymgekoppelte photometrische Assay (3.1.2.2) zur Messung der 
Methyltransferaseaktivität erfolgreich eingesetzt werden konnte, sollte dieser nach 
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Abbildung 24 auf ein Festphasen-Assay übertragen werden. Die ersten Versuche 
zeigten jedoch bereits eine starke Hintergrundreaktion mit dem verwendeten 
Farbstoff DAB, was zu einer Braunfärbung der gesamten Nylonmembran führte. Dies 
könnte mehrere Gründe haben. Zum einen könnte es zu einer Nebenreaktion des 
Farbstoffes mit einer der Assaykomponenten oder mit anderen aus dem Zelllysat 
stammenden Bestandteilen kommen. Zum anderen ist jedoch auch zu bedenken, dass 
die eingesetzte LAAO auch andere L-Aminosäuren, welche sich nach dem Zellauf-
schluss auf der Nylonmembran verteilen, oxidieren kann. Die Dialyse der Nylon-
membran nach dem Aufschließen durch Einfrieren konnte diese These bestätigen, da 
hierdurch keine Hintergrundreaktion mehr erkennbar war. Da die Positivkontrolle 
jedoch trotzdem keine Braunfärbung der Kolonien selbst zeigte, war davon auszu-
gehen, dass die Empfindlichkeit des Farbstoffes DAB bei geringer Methyltrans-
feraseaktivität nicht ausreichte oder die Expression auf der Nylonmembran zu gering 
war um eine sichtbare Färbung zu ermöglichen. Dass die Expression der 
Methyltransferase PFOMT auf den Nylonmembranen funktionierte, konnte durch das 
Auftragen der Zellen auf ein SDS-PAGE-Gel gezeigt werden. Durch den Einsatz des 
löslichen Farbstoffes DHBS/4-AAP konnte zudem bewiesen werden, dass die 
Methyltransferase auch aktiv ist. Der Versuch die Bildung des unlöslichen Farbstoffes 
DAB durch die Zugabe von CoCl2 und Imidazol zu verstärken führte leider zu keinem 
positiven Ergebnis. Es ist eventuell auch möglich, dass das DAB die Methyltransferase 
inhibiert, da es sich hierbei um einen aromatischen Bizyklus mit Aminogruppen 
handelt, welcher strukturell den von PFOMT akzeptierten Substraten sehr ähnlich ist 
(siehe dazu auch 3.1.3.3). Andere Farbstoffe, die einen unlöslichen Niederschlag 
bilden, wurden nicht getestet, da die meisten nur bei wesentlich höheren oder 
niedrigeren pH-Werten verwendet werden können und PFOMT bei diesen kaum oder 
keine Aktivität zeigt. Die Entwicklung wurde an diesem Punkt nicht weitergeführt. 
Um den Assay doch noch realisieren zu können, müsste zunächst die Expression der 
Methyltransferase auf der Nylonmembran verbessert werden. Zusätzlich müssten 
dann die Reaktionsbedingungen wie z.B. pH-Wert, Substratkonzentration, Puffer-
zusammensetzung usw. optimiert und ein geeigneter Farbstoff eingesetzt werden. 
Dies würde es ermöglichen den Festphasen-Assay für eine Evolutionsstudie einzu-
setzen und daraus neue Informationen über Methyltransferasen kleiner Substrate zu 
gewinnen. 
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4.1.3 Untersuchung der Substratspezifität der Wildtyp Enzyme PFOMT, 
BcOMT2 und IEMT 
Mit dem Screening der Substrate aus 3.1.3.3 sollte untersucht werden, ob die 
ausgesuchten Methyltransferasen in der Lage sind sowohl einfache als auch kom-
plexere nicht natürliche Substrate zu methylieren. Bisherige Studien zu PFOMT, 
BcOMT2 und IEMT konzentrierten sich ausschließlich auf Substrate, die in der Natur 
vorkommen und den natürlichen Substraten der drei Enzyme sehr ähnlich sind. Dies 
sind hauptsächlich Flavonoide wie Quercetin oder Luteolin und Phenylpropanoide 
wie Kaffeesäure oder Kaffeesäureester. Es wurde jedoch bisher nicht untersucht, wie 
sich zusätzliche funktionelle Gruppen am Substratgerüst auf die Aktivität auswirken 
oder ob in der Natur so nicht vorkommende Strukturen ebenfalls umgesetzt werden 
können. Gerade mit Blick auf die immer weiter wachsende industrielle Biotech-
nologie, ist es nötig Enzyme zu identifizieren, die für die große Diversität der zu 
produzierenden Moleküle die entsprechenden Aktivitäten und Selektivitäten 
aufweisen. Alle in dieser Arbeit getesteten Substrate weisen mehrere Hydroxy-
gruppen auf, welche theoretisch für eine Methylierung zur Verfügung stehen. Solche 
O-methylierten Strukturen sind in vielen industriell wichtigen Produkten zu finden 
und daher ist deren enzymatische Umsetzung für zukünftige Biosynthesen sehr 
interessant.[6,7] 
Die erste Gruppe der untersuchten Substrate beherbergt Benzol-Derivate (Abbildung 
58). Es ist klar erkennbar, dass PFOMT in diesem Fall vicinal dihydroxylierte 
Substrate im Vergleich zu BcOMT2 und IEMT am besten umsetzt. PFOMT als 
pflanzliche Methyltransferase zeigt bereits in der Natur, dass sie in der Lage ist 
sowohl kleine Lignin-ähnliche als auch größere Strukturen wie z.B. die Flavonoide mit 
demselben Hydroxylierungsmotiv zu methylieren.[74] Im Gegensatz dazu wird bei 
BcOMT2 vermutet, dass die natürlichen Substrate ausschließlich Flavonoide sind.[54] 
Auch bei BcOMT2 ist zwar ein vicinal dihydroxyliertes Motiv für eine Methylierung 
Voraussetzung, jedoch scheint hier die aktive Tasche kleinere Substrate schlechter zu 
binden. IEMT zeigt im Allgemeinen bei den getesteten Substraten dieser Gruppe die 
niedrigste Aktivität. Eine Ausnahme ist hier dessen natürliches Substrat Eugenol 12. 
Dieser Umstand weist darauf hin, dass eine nebenständige Methoxygruppe zur zu 
methylierenden Hydroxygruppe die Aktivität stark erhöht und ein vicinal dihydroxy-
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liertes Motiv weniger gut akzeptiert wird als bei den anderen untersuchten Methyl-
transferasen. Untersuchungen zu IEMT und einer CCoAOMT aus derselben Pflanze 
(Clarkia breweri) deuten darauf hin, dass sich IEMT evolutionär aus CCoAOMT mit 
einer höheren Substratspezifität entwickelte.[65] Es ist daher wenig verwunderlich, 
dass die in dieser Arbeit getesteten Substrate ohne eine Methoxygruppe in α-Stellung 
zu einer Hydroxygruppe weniger gut umgesetzt werden.  
 
 
 
Abbildung 58: Relative Aktivitäten von PFOMT (blau), BcOMT2 (rot) und IEMT (grün) mit Benzol-
Derivaten 1-12 in %. Aktivitäten bezogen auf die Aktivität von PFOMT mit 3,4-Dihydroxybenz-
aldehyd 2 (= 100 %). 
 
Betrachtet man einzelne Substrate genauer, können weitere Einflüsse auf die 
Aktivitäten der drei Enzyme erkannt werden. So wird das Substrat 3,4-Dihydroxy-
acetophenon 1, welches am C1-Atom ein Keton aufweist, von PFOMT etwas schlechter 
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als das Aldehyd 3,4-Dihydroxybenzaldehyd 2 und von BcOMT2 und IEMT etwa gleich-
gut akzeptiert. Zum einen kann dies an einer schlechteren Bindung des Ketons in der 
aktiven Tasche liegen, da durch die zusätzliche Methylgruppe das Substrat an der 
Seitenkette etwas unpolarer ist. Zum anderen wird beim Keton die positive 
Partialladung am Carbonyl-Kohlenstoff der Seitenkette durch den +I-Effekt der 
Methylgruppe im Vergleich zum Aldehyd stärker kompensiert.[120] Dies führt zu 
einem schwächeren -M-Effekt der Seitenkette und folglich wird die negative Ladung 
des Benzyl-π-Systems weniger stark absorbiert. Der pKS der phenolischen Hydroxy-
gruppen ist somit beim Aldehyd etwas niedriger, was wiederum die Abspaltung des 
Protons erleichtert und eine Methylierung begünstigt. Bestätigt wird dieser Trend 
beim Substrat 3,4-Dihydroxybenzoesäure 8. Durch die Carboxylgruppe wird die 
positive Partialladung des Carbonyl-Kohlenstoffs sogar noch stärker kompensiert 
und führt zu einer Abnahme der Aktivität um ca. 15-20 %.  
Die Einführung einer Nitrogruppe bzw. eine Chlorierung in meta-Position bei 3,4-
Dihydroxybenzaldehyd 2 (Substrat 4 und 5) zeigt ebenfalls einen Einfluss auf die 
Aktivität der drei Methyltransferasen. Eine Nitrogruppe bei 4 hat für die Aktivität von 
PFOMT nur einen geringen Einfluss, während jedoch die Aktivität von BcOMT2 und 
IEMT stark verringert wird. Da Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit gezeigt 
haben, dass PFOMT eine sehr strikte meta-Selektivität besitzt (3.1.4) und sich die 
Nitrogruppe an Position C5 neben der para-Hydroxygruppe befindet, scheint hier der 
Einfluss auf die Bindung des Substrats in der aktiven Tasche für eine meta-
Methylierung nur gering zu sein. Für BcOMT2 konnte hingegen gezeigt werden, dass 
3,4-Dihydroxybenzaldehyd 2 auch zu geringen Teilen in para-Position methyliert 
wird (3.1.4). Die Nitrogruppe erschwert nun durch sterische und elektronische 
Wechselwirkungen den Angriff der Methylgruppe des Kofaktors an der para-
Hydroxygruppe des Substrats. Dies führt dann zu einer verringerten Gesamtaktivität. 
Selbiges bestätigt sich erneut durch den sehr starken Aktivitätsverlust bei IEMT mit 
dem gleichen Substrat. Für IEMT konnte eine Favorisierung der para-Position für 3,4-
Dihydroxybenzaldehyd 2 nachgewiesen werden (3.1.4). Die Nitrogruppe in meta-
Position führt daher in diesem Fall zu einem starken Verlust der Aktivität. Neben der 
eventuell schlechteren Bindung des Substrates in einer produktbildenden Konfor-
mation könnte aber der sehr starke -M- und –I-Effekt der Nitrogruppe den Aktivitäts-
verlust durch eine erhöhte Azidität der Hydroxygruppe leicht kompensieren.[121] So 
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besitzt z.B. Phenol einen pKS von 9,99 während m-Nitrophenol einen niedrigeren pKS 
von 8,38 aufweist.[122]  
Für das Substrat 3-Chloro-4,5-dihydroxybenzaldehyd 5 zeigt sich ein ähnlicher 
Trend. Im Vergleich zu 3,4-Dihydroxybenzaldehyd 2 wird erneut eine geringere 
Aktivität detektiert. Da das Chlor ein sterisch weniger anspruchsvoller Rest als die 
Nitrogruppe ist, ist dessen Einfluss bei den zum Teil auch para-methylierenden MTs 
BcOMT2 und IEMT nicht so stark ausgeprägt. Zusätzlich wird auch hier der pKS-Wert 
der Hydroxygruppen herabgesetzt, jedoch ist diesmal lediglich der starke –I-Effekt 
des Chlors dafür verantwortlich. Vergleicht man Phenol (pKS = 9,99) mit o-Chloro-
phenol (pKS = 8,48) und m-Chlorophenol (pKS = 9,08) wird ersichtlich, dass der Ein-
fluss des Chlors auf den pKS der para-Hydroxygruppe von 3-Chloro-4,5-dihydroxy-
benzaldehyd 5 stärker ist als auf die meta-Hydroxygruppe. Dies könnte den im 
Verhältnis stärkeren Aktivitätsverlust bei PFOMT im Vergleich zu den beiden zum 
Teil para-methylierenden Enzymen, bei denen der Aktivitätsverlust durch die er-
höhte Azidität der para-Hydroxygruppe kompensiert wird, erklären.[122] 
Der Einfluss des –M-Effekts der Seitenkette auf die Aktivität wird bei Betrachtung der 
Substrate 3,4-Dihydroxy-phenylalanin 10 und Kaffeesäure 11 erneut bestätigt. 
Während bei 10 kein –M-Effekt möglich ist, ist dieser bei 11 wegen des durchgehend 
konjugierten π-Systems vorhanden. Dies schlägt sich deutlich in einem 
Aktivitätsunterschied von 54 % nieder. Untersuchungen von Law et al. zur Aktivität 
von RnCOMT zeigten, dass eine Erhöhung des pH-Werts des Reaktionsmillieus von 
6,5 auf 8,5 zu einem ca. 5-fach höheren Umsatz führte.[58] Diese Untersuchungen in 
Verbindung mit den in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen zeigen, dass die 
Deprotonierung der Hydroxygruppe unmittelbar in Verbindung mit dem Katalyse-
potential der O-Methyltransferasen steht. Es ist jedoch bei allen zuvor erläuterten 
Beobachtungen zu beachten, dass es sich hier nicht um ein freies Reaktionssystem in 
einer Lösung handelt. Daher können auch die sterischen und elektronischen Wechsel-
wirkungen der Seitenketten der Substrate mit Aminosäureresten des Proteingerüstes 
der Enzyme die erwähnten Effekte zum Teil kompensieren oder aber auch verstärken. 
Speziell der Einfluss der Nitrogruppen auf die Bindung des Substrats im aktiven 
Zentrum von COMT-ähnlichen Methyltransferasen wurde bei der Suche nach poten-
ten Inhibitoren für die humane COMT intensiv untersucht. Nitrocatechole wie z.B. 
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Tolcapone oder Entecapone werden heutzutage erfolgreich als kompetitive COMT-
Inhibitoren für die Behandlung von Parkinson eingesetzt.[52,123] 
Für 2,4-Dihydroxybenzaldehyd 3 zeigt nur IEMT eine Aktivität von 2 %, da dieses 
Substrat keine vicinalen Hydroxygruppen aufweist aber trotzdem eine Hydroxy-
gruppe in der von IEMT favorisierten para-Position. Bei 2,5-Dihydroxybenzoesäure 6 
sind ebenfalls keine vicinalen Hydroxygruppen vorhanden. Da in diesem Fall aber 
auch IEMT keine Aktivität zeigt, ist davon auszugehen, dass IEMT zwar nicht auf ein 
vicinal dihydroxyliertes Motiv angewiesen ist, jedoch muss sich eine Hydroxygruppe 
in der para-Position befinden. 2,3-Dihydroxybenzoesäure 7 wird nur von PFOMT 
methyliert (3 % Aktivität). Hier sind vicinale Hydroxygruppen vorhanden, aber keine 
davon befindet sich in para-Position. IEMT ist daher hier nicht aktiv. BcOMT2 scheint 
nur aktiv zu sein, wenn die beiden vicinalen Hydroxygruppen in meta- und para-
Position sind. Eugenol 12 wird nur von IEMT methyliert. Dies zeigt, dass PFOMT und 
BcOMT2 keine Hydroxygruppen methylieren können, die in α-Stellung eine Methoxy-
gruppe aufweisen. Zudem wäre bei diesem Substrat nur eine weitere Methylierung in 
der para-Position möglich, was von PFOMT gar nicht und von BcOMT2 nur zu 
geringen Anteilen katalysiert wird. 
Als nächstes wurden Phenol-, Catechol- und Pyridin-Derivate untersucht (Abbildung 
59). Die erhöhte Aktivität beim Vergleich der Substrate Catechol 13 und 
4-Nitrocatechol 14 lässt erneut darauf schließen, dass durch den –M-Effekt der 
Nitrogruppe die Azidität der phenolischen Hydroxygruppen erhöht wird und dadurch 
die Methylierung leichter möglich ist. Bei 2-Aminophenol 15 und 2-Mercaptophenol 
16 sollte untersucht werden, ob eine der beiden Hydroxygruppen, welche im aktiven 
Zentrum der Enzyme mit Aminosäureresten koordiniert, durch eine andere, ebenfalls 
über Wasserstoffbrücken koordinierende, funktionelle Gruppe ersetzt werden kann. 
Im Falle von 2-Aminophenol 15 zeigt nur IEMT eine Aktivität. Wie bereits weiter oben 
erwähnt, ist die Aktivität von IEMT nicht zwingend von einem dihydroxylierten Motiv 
abhängig, weshalb in diesem Fall trotzdem eine Methylierung möglich ist. PFOMT und 
BcOMT2 wiederum sind von diesem Motiv abhängig und die Aminogruppe ist in 
diesem Fall scheinbar keine der Hydroxygruppe gleichwertige Substitution. Zudem 
besitzt die Aminogruppe einen ausgeprägten +M-Effekt welcher die Azidität der 
phenolischen Hydroxygruppen eher etwas erniedrigt. Ein anderes Bild zeigt sich bei 
2-Mercaptophenol 16. Sowohl PFOMT als auch IEMT zeigen mit diesem Substrat 
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Aktivitäten von bis zu 14%. Da Thiolgruppen sterisch und elektronisch den Hydroxy-
gruppen sehr ähnlich sind, kann das Substrat im aktiven Zentrum gebunden und 
methyliert werden. Die niedrige Aktivität von BcOMT2 in diesem Zusammenhang ist 
wenig verwunderlich, da diese Methyltransferase schon beim dihydroxylierten 
Substrat Catechol 13 nur sehr geringe Aktivität zeigt.  
 
 
Abbildung 59: Relative Aktivitäten von PFOMT (blau), BcOMT2 (rot) und IEMT (grün) mit Benzol-
Derivaten 13-16 in %. Aktivitäten bezogen auf die Aktivität von PFOMT mit 3,4-Dihydroxybenz-
aldehyd 2 (= 100 %). 
 
 
Die Untersuchung der Substrate 17-20 sollte zeigen, ob auch N-heterozyklische 
Strukturen von den Enzymen umgesetzt werden (Abbildung 60). Hierbei ist auffällig, 
dass die Aktivität für das vicinal dihydroxylierte Pyridin 17 sehr viel kleiner ist als für 
Catechol 13. Betrachtet man dieses Substrat nun genauer wird klar, dass der Stickstoff 
im Ringsystem die Bildung von Tautomeren ermöglicht (Lactam-Lactim-Tautomerie, 
Schema 25 A).[124] In polaren Lösungsmitteln, wie in dem beim Screening ver-
wendeten wässrigen Tris-HCl Puffer, liegt das Substrat vermehrt als Pyridon vor und 
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hat somit nicht mehr das vicinal dihydroxylierte Motiv.[125] Zusätzlich bildet das 
Pyridon in Lösung Dimere (Schema 25 B), wobei dieser Effekt stärker in unpolaren 
Lösungsmitteln auftritt, da das Molekül in polaren Lösungsmitteln eher solvatisiert 
vorliegt.[125,126] Die niedrigere Aktivität ist somit darauf zurückzuführen, dass das 
Substrat zu geringeren Anteilen mit einem dihydroxylierten Motiv vorliegt bzw. durch 
Dimerisierung nicht mehr für eine Methylierung zugänglich ist. Wenn bei den N-
Heterozyklen kein dihydroxyliertes Motiv vorliegt (18 und 19) oder zwei 
Stickstoffatome im Ringsystem vorhanden sind (20), kann für keines der Enzyme 
Aktivität detektiert werden. Bei 18-20 treten zudem ebenfalls die bereits erwähnten 
Effekte einer Lactam-Lactim-Tautomerie und einer Dimerisierung auf. 
 
 
Abbildung 60: Relative Aktivitäten von PFOMT (blau), BcOMT2 (rot) und IEMT (grün) mit Pyridin-
Derivaten 17-20 in %. Aktivitäten bezogen auf die Aktivität von PFOMT mit 3,4-
Dihydroxybenzaldehyd 2 (= 100 %). 
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Schema 25: A) Lactam-Lactim-Tautomerie von 2,3-Dihydroxypyridin 17; B) Dimerisierung von 2,3-
Dihydroxypyridin 17 und Polymerisierung von 2,3-Dihydroxychinoxalin 30. 
 
Um auch bizyklische Moleküle zu untersuchen, wurden die Naphthole 21-25 auf 
Aktivität mit den drei Methyltransferasen getestet (Abbildung 61). Dabei wurden nur 
Hydroxynaphthole eingesetzt, welche zwei Hydroxygruppen aufweisen. Naphthole 
sind den Phenolen sehr ähnlich, sind aber meist reaktionsfähiger. Dies liegt vor allem 
an dem etwas kleineren pKS-Wert, welcher z.B. beim 1-Naphthol 9,30 beträgt (Phenol 
pKS = 9,99).[122] Das vicinal dihydroxylierte Naphthol 21 wird von allen drei Methyl-
transferasen akzeptiert. Ähnlich wie beim Catechol 13 zeigen PFOMT und IEMT hohe 
Aktivitäten, während BcOMT2 dieses Substrat kaum umsetzt. Aufgrund des fehlenden 
vicinalen Hydroxylierungsmotivs bei 22-25 zeigen PFOMT und BcOMT2 mit diesen 
Substraten keine Aktivität. Für IEMT zeigt sich hier jedoch erneut, dass dieses Motiv 
für eine Katalyse nicht zwingend nötig ist. Zudem gibt es bei diesen bizyklischen 
Systemen theoretisch immer mindestens eine Hydroxygruppe, die je nach Nummerie-
rung des Kohlenstoffgerüsts in einer para-Position steht. Interessanterweise ist 
außerdem ein klarer Trend erkennbar, dass die Aktivität mit erhöhtem intramole-
kularem Abstand der zwei Hydroxygruppen abnimmt. Es wird damit erneut bestätigt, 
dass für IEMT ein vicinales Motiv (siehe den Vergleich von Substrat 2 zu 3) bzw. die 
Nähe einer zweiten Hydroxygruppe zur para-Hydroxygruppe zu einer höheren 
Aktivität führt. Da eine Hydroxygruppe jedoch einen elektronenschiebenden +M-
Effekt besitzt, welcher die Azidität einer anderen Hydroxygruppe am Ringsystem eher 
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verringert, ist davon auszugehen, dass koordinierende Wechselwirkungen für die 
Verankerung des Substrats im aktiven Zentrum von IEMT in diesem Fall eine größere 
Rolle spielen und hierdurch die Reaktion katalysiert wird. 
 
 
Abbildung 61: Relative Aktivitäten von PFOMT (blau), BcOMT2 (rot) und IEMT (grün) mit Naphtol-
Derivaten 21-25 in %. Aktivitäten bezogen auf die Aktivität von PFOMT mit 3,4-
Dihydroxybenzaldehyd 2 (= 100 %). 
 
Mit den Chinolin-Derivaten 26-30 wurde der Einfluss eines oder mehrerer Stickstoff-
Atome im Ringsystem der bizyklischen Strukturen auf die Aktivität der Methyltrans-
ferasen untersucht (Abbildung 62). Das vicinal dihydroxylierte Substrat 26 kann 
erneut von allen drei Enzymen umgesetzt werden. BcOMT2 zeigt im Vergleich zum 
Naphthol diesmal eine höhere Aktivität. Da davon ausgegangen wird, dass BcOMT2 in 
seiner natürlichen Funktion hauptsächlich Flavonoide methyliert, scheint auch im 
Falle von 26 ein Heteroatom im Ringsystem zu einer effektiveren Bindung und 
Umsetzung des Substrats zu führen. PFOMT und IEMT werden dadurch eher negativ 
beeinflusst und zeigen daher geringere Aktivitäten. Verbindungen 27-29 werden 
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aufgrund des fehlenden vicinalen Dihydroxylierungsmotiv nur von IEMT umgesetzt. 
Jedoch im Vergleich zu den Naphtholen mit wesentlich geringeren Aktivitäten und 
interessanterweise mit steigender Aktivität bei steigendem intramolekularem Ab-
stand der zwei Hydroxygruppen. Der Stickstoff in der Nähe der Hydroxygruppen hat 
eindeutig einen negativen Effekt auf die katalytische Umsetzung. So ist bei 29 die vom 
Stickstoff weiter entfernte Hydroxygruppe eventuell besser zugänglich und führt zu 
der etwas höheren Aktivität von IEMT mit diesem Substrat. Die Hydroxygruppe in α-
Stellung zum Stickstoff kann aufgrund der bereits erwähnten Lactam-Lactim-Tauto-
merie sehr wahrscheinlich nicht methyliert werden. Beim 2,3-Dihydroxychinoxalin 
30 tritt das 2-Hydroxypyridine-Motiv sogar doppelt auf. Dies könnte zur Ausbildung 
von Oligomeren führen, die zu stabileren Komplexen zusammenlagern (Schema 
25 B). Außerdem wäre solch ein Multimer-Komplex im wässrigen Medium beim 
Chinoxalin, das einen zusätzlichen Benzylring besitzt, nach außen hin hydrophob 
abgeschirmt. Somit ist dieses Substrat dann trotz des eigentlich vorliegenden vicinal 
dihydroxyliertem Motiv nicht für das Enzym zugänglich.  
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Abbildung 62: Relative Aktivitäten von PFOMT (blau), BcOMT2 (rot) und IEMT (grün) mit Chinolin-
Derivaten 26-30 in %. Aktivitäten bezogen auf die Aktivität von PFOMT mit 3,4-
Dihydroxybenzaldehyd 2 (= 100 %). 
 
Eine weitere interessante Substratgruppe sind die O-Heterozyklen 31-36 (Abbildung 
63). Bis auf 33 und 34 werden diese Strukturen von allen drei Methyltransferasen 
methyliert. Dies liegt zum einen am vicinalen Dihydroxylierungsmotiv, aber zum 
anderen auch daran, dass Flavonoide wie z.B. 35 und 36 zum natürlichen Substrat-
spektrum dieser Methyltransferasenklasse gehören. Folglich wird ein Sauerstoff im 
Ringsystem gut akzeptiert. Ähnlich wie bei den N-Heterozyklen kann IEMT auch das 
einfach hydroxylierte Substrat 34 methylieren. Bei 33 ist dies nicht möglich, da sich 
die Hydroxygruppe nicht am aromatischen Ring befindet und zusätzlich durch eine 
Keto-Enol-Tautomerie die Hydroxygruppe vermindert für eine Methylierung zur Ver-
fügung steht.  
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Abbildung 63: Relative Aktivitäten von PFOMT (blau), BcOMT2 (rot) und IEMT (grün) mit O-
Heterozyklen 31-36 in %. Aktivitäten bezogen auf die Aktivität von PFOMT mit 3,4-
Dihydroxybenzaldehyd 2 (= 100 %). 
 
Die Aktivität aller drei Methyltransferasen mit den ebenfalls getesteten Benzophe-
non-Derivaten 37 und 38 zeigt, dass zusätzliche aromatische und hydrophobe 
Seitenketten gut akzeptiert werden oder sogar zu einer höheren Aktivität führen 
können (Abbildung 64). Betrachtet man das aktive Zentrum von zum Beispiel PFOMT 
(Abbildung 38) ist gut ersichtlich, dass sich im Bereich der Seitenkette des Substrates 
mehrere aromatische Aminosäurereste befinden (Y51, W184 und F198), die mittels 
π-π-Wechselwirkungen die Substrate 37 und 38 zusätzlich stabilisieren können. 
Purpurin 39 wird mit maximal 3 % Aktivität hingegen fast gar nicht mehr methyliert. 
Im Vergleich zu 37 und 38 ist lediglich eine zusätzliche Sauerstoffbrücke zwischen 
den beiden Benzylringen vorhanden. Dies führt jedoch zu einer wesentlich starreren 
Struktur. Eine flexible Bindung zwischen den beiden Benzylringen ist daher Voraus-
setzung für die produktbildende Ausrichtung des Substrats im aktiven Zentrum. 
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Abbildung 64: Relative Aktivitäten von PFOMT (blau), BcOMT2 (rot) und IEMT (grün) mit 
Benzophenon-Derivaten 37-39 in %. Aktivitäten bezogen auf die Aktivität von PFOMT mit 3,4-
Dihydroxybenzaldehyd 2 (= 100 %). 
 
Mit dem Screening der nicht-aromatischen Substrate 40-48 konnte eindeutig gezeigt 
werden, dass von den Enzymen nur phenolische Hydroxygruppen methyliert werden 
können. Selbst eine ungesättigte Bindung zwischen den vicinalen Hydroxygruppen 
bei 47 und 48 führt nicht zu einer Methylierung. Dieser Umstand kann zum einen 
daran liegen, dass nur Substrate mit einem oder mehreren Aromaten für eine 
Produktbildung im aktiven Zentrum gebunden werden können. Zum anderen beträgt 
der pKS von aliphatischen Hydroxygruppen ca. 16,[127] was einer 106-fach schwäche-
ren Azidität gegenüber den phenolischen entspricht. Eine Deprotonierung mittels 
basischer Aminosäurereste wie zum Beispiel das aktivierte Lysin (K157) bei PFOMT 
oder durch die Koordination an ein Metallion ist daher unwahrscheinlich (siehe auch 
1.5).  
Die Untersuchungen mit einer derart großen Diversität der Substrate haben gezeigt, 
dass die COMT-ähnlichen Methyltransferasen PFOMT, BcOMT2 und IEMT in der Lage 
sind sowohl kleine als auch größere Veränderungen am Substratgerüst zu 
akzeptieren. Bestimmte Motive, wie zum Beispiel eine Dihydroxylierung am 
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aromatischen Substrat, müssen dabei erhalten bleiben (gilt für PFOMT und BcOMT2) 
und vor allem Gruppen mit elektronischen Effekten haben je nach ihrer Natur einen 
positiven oder auch negativen Effekt auf die Aktivität der Methyltransferasen. Manche 
in der Literatur untersuchten Methyltransferasen derselben Klasse wurden mit einem 
breiten Spektrum an unterschiedlichen Flavonoiden auf deren Substratspezifität 
untersucht.[128–130] Der Großteil der Publikationen mit COMT-ähnlichen Methyltrans-
ferasen beschäftigt sich jedoch nur mit der Charakterisierung der Enzyme mit deren 
natürlichem Substrat bzw. einer bestimmten Substratklasse oder der Aufklärung der 
Kristallstruktur.[131–133] Dabei handelt es sich zum einen um sehr komplexe Substrate 
wie die bereits erwähnten Flavonoide oder Antibiotika unterschiedlichster Struktur 
wie z.B. Neocarzinostatin.[131,134]  
Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführte Studie zeigt zum ersten Mal, dass die 
getesteten COMT-ähnlichen Methyltransferasen Substrate aus vielen verschiedenen 
Strukturklassen methylieren können. Zudem wurden dabei sehr simple Substrate 
gewählt, die Kernstrukturen von komplexen Flavonoiden oder Antibiotika sind. Es ist 
daher davon auszugehen, dass auch andere COMT-ähnliche Methyltransferasen viele 
der getesteten Substrate umsetzen können. Law et al. und Siegrist et al. konnten zum 
Beispiel zeigen, dass die Methyltransferasen RnCOMT aus Rattus norvegicus und 
MxSafC aus Myxococcus xanthus, die den hier untersuchten Methyltransferasen struk-
turell sehr ähnlich sind (siehe hierzu auch 4.1.5), neben deren natürlichem Substrat 
L-Dopamin auch 3,4-Dihydroxybenzaldehyd 2 und 3,4-Dihydroxybenzoesäure 8 mit 
ähnlichen Aktivitäten umsetzen können.[57,58] Da jedoch der Fokus dieser Publika-
tionen auf der Regioselektivität der Enzyme lag, wurden nur wenige Substrate (maxi-
mal 5) und keine Substrate anderer Strukturklassen untersucht. Die sehr unter-
schiedlichen Aktivitäten der in der vorliegenden Arbeit getesteten Methyltrans-
ferasen PFOMT, BcOMT2 und IEMT zeigen zudem, dass es bei den COMT-ähnlichen 
Methyltransferasen sowohl Generalisten (z.B. PFOMT und BcOMT2) als auch 
Spezialisten (z.B. IEMT), die sich aus diesen wahrscheinlich evolutionär entwickelt 
haben, gibt. Welche Strukturmotive für eine Spezialisierung verantwortlich sein 
können, wird im folgenden Kapitel genauer Untersucht. 
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4.1.4 Regioselektivität der Wildtyp Enzyme PFOMT, BcOMT2 und IEMT 
Die Untersuchungen der Regioselektivität des PFOMT Wildtyps mit ausgesuchten 
Substraten konnten bestätigen, dass es sich bei PFOMT um eine generell meta-
selektive Methyltransferase handelt (siehe Abbildung 65 und Tabelle 36). Besonders 
dominant ist dieses Verhalten bei allen Vanillin- oder Vanillinsäure-ähnlichen Sub-
straten (1, 2, 4, 5, 8, 10, 11 und 14). Beim Coumarin 31 ist dieses Motiv nicht 
vorhanden. Durch das zusätzliche heterozyklische Gerüst kann das Substrat in zwei 
Konformationen gebunden und methyliert werden. Allerdings wird die Hydroxy-
gruppe an der C6-Position stark bevorzugt. Würde man den Heterozyklus am 
Sauerstoff öffnen, würde man die Kaffeesäure 11 erhalten. Da diese nur in meta-
Position methyliert wird, scheint die Bildung des Heterozyklus dazu zu führen, dass 
das Substrat auch zu kleinen Anteilen in einer um 180° gedrehten Konformation 
gebunden werden kann. Weniger dominant ist die meta-Methylierung beim 2,3-
Dihydroxypyridin 17. Da hier Seitenketten am Benzylring fehlen, ist nur der Stickstoff 
im Heterozyklus verantwortlich für eine bevorzugte Positionierung des Substrats im 
aktiven Zentrum von PFOMT. Dabei ist eine Methylierung in meta-Position vermutlich 
auf Grund von Wechselwirkungen des Stickstoffs mit Aminosäureresten des Protein-
gerüsts wahrscheinlicher. Zusätzlich führt die Lactam-Lactim-Tautomerie (siehe 
4.1.3 Schema 25) dazu, dass die ortho-Hydroxygruppe nur zu geringeren Anteilen für 
eine Methylierung zur Verfügung steht. Für Substrat 7 zeigt PFOMT die geringste 
Selektivität. Mit einem re von 19 % wird sowohl die ortho als auch die meta-Hydroxy-
gruppe methyliert, jedoch mit einem wesentlich geringeren Umsatz. Dies lässt darauf 
schließen, dass die ortho-Hydroxygruppe nicht für die Fixierung im aktiven Zentrum 
verwendet wird und daher für eine Methylierung zur Verfügung steht. Im Gegensatz 
dazu scheint die para-Hydroxygruppe bei den zuvor erwähnten Vanillin-ähnlichen 
Substraten nicht für eine Methylierung zur Verfügung zu stehen. Das wiederum 
bekräftigt die Annahme, dass diese für eine Fixierung im aktiven Zentrum 
verantwortlich ist und daher höhere Umsätze mit diesen Substraten erzielt werden.  
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Abbildung 65: Substrate für die der Regioisomerenüberschuss re mit einer oder mehreren 
Methyltransferasen bestimmt werden konnte. 
 
Tabelle 36: Zusammenfassung der Regioselektivitäten der Methyltransferasen PFOMT, BcOMT2 und 
IEMT. 
Substrat 
Regioisomerenüberschuss re [%]* 
PFOMT BcOMT2 IEMT 
1 99 77 -33 
2 99 87 -11 
3 - - -100 
4 100 95 100 
5 99 90 -19 
7 19 - - 
8 100 69 -15 
10 100 44 - 
11 100 88 -100 
14 99 90 -30 
17 34 100 100 
28 - - 100 
31 69 24 87 
- = nicht bestimmt, da keine Aktivität detektierbar. 
*Der Regioisomerenüberschuss re wurde berechnet als Prozent Überschuss des meta Regioisomers 
über das para Regioisomer (Für 31 wurde als meta-Position die Hydroxygruppe am C6 angenommen. 
Bei Substrat 17 und 7 ist der Überschuss von meta über ortho angegeben. Bei Substrat 3 ist der Über-
schuss von ortho über para angegeben. Bei Substrat 28 ist der Überschuss von C8-Hydroxy-Methy-
lierung über C2-Hydroxy-Methylierung angegeben).  
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BcOMT2 zeigt mit den getesteten Substraten ebenfalls eine Favorisierung für die 
meta-Hydroxygruppe der Substrate (siehe Abbildung 65 und Tabelle 36). Im Ver-
gleich zu PFOMT ist dies jedoch nicht so strikt und je nach Substrat wird auch die 
para-Position methyliert. Besonders ausgeprägt ist dies bei den Verbindungen 10 und 
31. Bei 10 könnte die funktionalisierte Seitenkette durch Wechselwirkungen mit 
Aminosäureresten zu verschiedenen Ausrichtungen des Substrates im aktiven 
Zentrum führen. 31 wird mit einem re von 24 % fast zu gleichen Anteilen auch in 
para-Position methyliert. Dies steht im Einklang mit den Beobachtungen aus 4.1.3, 
wobei BcOMT2 mit O-Heterozyklen durchweg gute Umsätze zeigte, welche folglich 
auf eine flexible Bindung der Substrate in verschiedenen Konformationen schließen 
lässt.   
Wie bereits erwartet methyliert IEMT im Allgemeinen bevorzugt die para-Hydroxy-
gruppe der eingesetzten Substrate (siehe Abbildung 65 und Tabelle 36). Jedoch ist 
dies je nach Substrat stärker oder schwächer ausgeprägt. Mit einem re zwischen -11 
und -33 % werden die meisten Substrate sowohl in meta- als auch zu leicht höheren 
Anteilen in para-Position methyliert. Bedenkt man, dass IEMT in seiner natürlichen 
Funktion die para-Selektivität nur aufweist wenn bereits in meta-Position eine 
Methoxygruppe vorhanden ist, wird aus diesen Ergebnissen klar, dass bei vicinalen 
Hydroxygruppen beide Positionen methyliert werden können. Es gibt jedoch auch 
Ausnahmen (4, 17, 28 und 31). Auffällig ist dabei, dass besonders Heteroatome im 
Substrat zu einer starken meta-Selektivität führen können. So ist sehr wahrscheinlich, 
dass bei 3,4-Dihydroxy-5-nitrobenzaldehyd 4 die para-Hydroxygruppe aufgrund der 
nebenständigen Nitrogruppe nicht mehr methyliert werden kann. Ähnlich ist dies bei 
2,3-Dihydroxypyridin 17 und 2,8-Chinolindiol 28. Der Stickstoff im Heterozyklus 
führt dazu, dass ausschließlich die weiter entfernte Hydroxygruppe methyliert wird. 
Natürlich ist dies gleichzeitig mit einem starken Aktivitätsverlust verbunden, da IEMT 
diese Position eventuell weniger bevorzugt und die Restaktivität dann nur auf der 
weniger bevorzugten Position beruht. Die strikte para-Methylierung bei 2,4-Di-
hydroxybenzaldehyd 3 ergibt sich aus der nicht vorhandenen meta-Hydroxygruppe. 
Hier wird die ortho-Hydroxygruppe nicht methyliert. 
Bei allen drei Methyltransferasen ist erkennbar, dass die Regioselektivität von der 
chemischen Struktur des Substrates abhängt. Dabei zeigt PFOMT nur in Ausnahmen 
eine Abweichung von der strikten meta-Selektivität. BcOMT2 hingegen verhält sich 
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wie in der Literatur beschrieben eher flexibel, mit einer leichten meta-Selektivität. 
IEMT hingegen methyliert bevorzugt die para-Position, was sich aus dessen natür-
licher Funktion (Methylierung von Eugenol 12) ergibt. Der Einfluss von Hetero-
atomen ist bei IEMT am stärksten.  
Die Regioselektivitäten folgen letztendlich keinem einheitlichen Muster. Vor allem bei 
IEMT und BcOMT2 können die Substrate in zwei unterschiedlichen Konformationen 
gebunden und damit beide Hydroxygruppen methyliert werden. Da im Gegenzug 
PFOMT bei dem Großteil der Substrate nur eine Ausrichtung des Substrates in der 
aktiven Tasche akzeptiert, kann hier von einem regioselektiven Enzym gesprochen 
werden. PFOMT wurde daher für eine Mutationsstudie herangezogen, die Amino-
säurereste in dessen aktiven Zentrum identifizieren sollte, die für diese Selektivität 
verantwortlich sind. 
4.1.5 Mutationsstudie zur Untersuchung der Regioselektivität und Aktivität 
von PFOMT 
Mittels rationalem Enzymdesign wurde die in 3.1.5 erläuterte Mutantenbibliothek 
entwickelt und der Einfluss der Varianten auf die Regioselektivität und die Aktivität 
von PFOMT mit ausgewählten Substraten untersucht (Kristallstruktur und mutierte 
Aminosäuren siehe Abbildung 38). Die Mutationen der Positionen D2 und F3 sollten 
zeigen, ob diese auf dem Loop am N-Terminus befindlichen Aminosäuren mit dem 
Substrat interagieren und so die Regioselektivität oder die Aktivität von PFOMT 
beeinflussen. Der Austausch des gesamten Loops mit dem von M. sativa CCoAOMT 
führte bei Untersuchungen von Kopycki et al. zu einer veränderten Substrat-
spezifität.[33,61] Zudem liegen die Aminosäuren D2 und F3 topologisch an ähnlicher 
Position wie E199 und Y200 bei RnCOMT, bei welcher deren Mutation zu einer 
veränderten Regioselektivität und einer erhöhten Aktivität führte (siehe 1.5.1).[58] Die 
Varianten D2L und D2F weisen im Allgemeinen die niedrigsten Aktivitäten bei den 
getesteten Substraten auf. Im Gegensatz dazu zeigen die Varianten D2N, D2K und D2E 
keinen oder nur einen geringen Einfluss auf die Aktivität. Dies deutet darauf hin, dass 
eine unpolare Aminosäure an dieser Position die aktive Tasche so verändert, dass die 
Substrate schlechter gebunden werden als bei polaren bzw. koordinierenden 
Aminosäuren. Auch eine geringere Wechselwirkung der Monomere von PFOMT 
aufgrund der fehlenden koordinativen Aminosäuren für eine effektive Dimerisierung 
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könnte die Aktivität negativ beeinflussen. Die Mutation der Position F3 führt bei allen 
Substraten zu gleichen oder höheren Aktivitäten im Vergleich zum Wildtyp. Dabei 
kann der Austausch sowohl zu einer koordinierenden Aminosäure wie zum Beispiel 
D, K, E oder N, als auch zu der sterisch kleineren Aminosäure A erfolgen. Ein Einfluss 
auf die Regioselektivität wurde bei beiden Positionen lediglich für das Substrat 6,7-
Dihydroxycoumarin 31 festgestellt. Der N-Terminus ist daher wohl am Aufbau der 
aktiven Tasche von PFOMT beteiligt, jedoch scheint eine direkte Wechselwirkung mit 
Seitenketten der kleineren Substrate (Benzyle oder Phenole) nicht statt zu finden. In 
der Literatur und in der vorliegenden Arbeit ist jedoch ein Einfluss auf die 
Regioselektivität bei größeren Substraten wie z.B. der Coumarine und Flavonoide zu 
beobachten. Die COMT-ähnlichen Methyltransferasen, welche lediglich kleine 
Substrate und keine Flavonoide methylieren, besitzen interessanterweise meist 
keinen verlängerten N-Terminus. Es ist daher denkbar, dass sich PFOMT aus einer 
COMT evolutionär entwickelte und durch die zusätzlichen N-terminalen Reste eine 
Bifunktionalität zur Methylierung sowohl kleiner als auch größerer Substrate 
entwickelt hat.  
In Abbildung 66 ist das Strukturalignment ausgesuchter O-Methyltransferasen, 
welche sich in ihrer Topologie ähneln, dargestellt. Aufgeführt sind hierbei Methyl-
transferasen unterschiedlicher Regioselektivität. RnCOMT aus Rattus norvegicus und 
MsCCoAOMT aus Medicago sativa methylieren ähnlich wie PFOMT bevorzugt die 
meta-Position.[33,58,75] SynOMT aus Synechocystis sp. (Strain PCC 6803) und SafC aus 
Myxococcus xanthus methylieren die para-Position von Phenylpropanoiden.[57,70,71] 
Allerdings wurde für beide Methyltransferasen beim Substrat 3,4-Dihydroxy-
benzoesäure 8, welches eine um ein C-Atom kürzere Seitenkette im Gegensatz zu den 
Phenylpropanoiden aufweist, eine bevorzugte meta-Methylierung festgestellt.[71] Für 
NpN4OMT1 aus Narcissus sp. aff. pseudonarcissus konnte mit dessen natürlichem 
Substrat Norbelladine ebenfalls eine para-Methylierung nachgewiesen werden.[63] 
Die Regioselektivität von PaMTH1 aus Podospora anserina und LiOMT aus Leptospira 
interrogans (strain 56601) ist bisher nicht bekannt.[67,135] Diese wurden hier lediglich 
aufgrund ihrer strukturellen Homologie zur para-selektiven SafC mit aufgenommen. 
Da für BcOMT2 eine eher flexible Regioselektivität nachgewiesen wurde (siehe 4.1.4), 
wurde diese hier nicht für einen Vergleich mit einbezogen. 
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Die in dieser Arbeit mutierten Aminosäuren M52 und F80 befinden sich bei PFOMT 
in unmittelbarer Nähe der zu übertragenden Methylgruppe und der Akzeptor-
Hydroxygruppe (vgl. Abbildung 38). Es ist klar erkennbar, dass das Methionin an 
Position 52 (PFOMT) stark konserviert ist. An Position 80 befindet sich entweder ein 
Phenylalanin oder ein Tyrosin.  
 
 
Abbildung 66: Strukturbasiertes Alignment ausgesuchter OMTs.[57] Die sekundären 
Strukturelemente von SafC (diese wurde in der Literaturangabe auf ihre Regioselektivität untersucht) 
sind unter der Sequenz angegeben. Die blauen Punkte markieren flexible Loopregionen. Der 
Insertionsloop befindet sich hier zwischen β5 und α8. Legende: # = Reste, die an der 
Magnesiumbindung beteiligt sind; S = SAM/SAH-bindende Aminosäuren. K = für die Katalyse 
benötigtes Lysin. Die Aminosäuren, die in dieser Arbeit für eine Mutationsstudie herangezogen 
wurden, sind schwarz eingerahmt.  
 
Die Mutation der Position M52 bei PFOMT zu A oder zu G führt generell zu verringer-
ten Aktivitäten, jedoch nicht zu veränderten Regioselektivitäten. Es ist daher davon 
auszugehen, dass diese Aminosäure an der Koordination und Fixierung des Substra-
tes mit dessen Hydroxygruppen im aktiven Zentrum beteiligt ist, jedoch nicht an der 
Positionierung des Substrats für eine regioselektive Alkylierung. Die Mutation der 
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Aminosäure F80 zu Alanin zeigt im Gegensatz zu Varianten von M52 sehr unter-
schiedliche Auswirkungen. Während bei den eher unpolaren Benzaldehyden 2-5 und 
dem Acetophenon 1 kaum eine veränderte Aktivität zu beobachten ist, zeigt die 
Variante F80A mit den polaren Substarten 3,4-Dihydroxybenzoesäure 8, 3,4-
Dihydroxy-L-phenylalanin 10 und 6,7-Dihydroxycoumarin 31 eine stark verringerte 
Aktivität. Es gibt mehrere Untersuchungen, die sich mit der computerbasierten 
Simulation und Berechnung des Unterschieds der enzymatischen zur chemischen 
Methylierung beschäftigen.[136–143] Dabei diskutieren die Autoren über eine Kompres-
sion der aktiven Tasche im Bereich der Methylgruppe am SAM, welche zu einem 
verringerten Abstand des C-Atoms der Methylgruppe zum O-Atom der Hydroxy-
gruppe und zu einer verlängerten Bindungslänge vom S-Atom zum C-Atom der 
Methylgruppe innerhalb des SAMs führt. Verantwortlich soll hierfür ein Tyrosin 
hinter der Methylgruppe des Kofaktors SAM sein. Computerbasierte Simulationen des 
Komplexes der humanen COMT (Aminosäure Y68 im Wildtyp verantwortlich für die 
Kompression) und den Varianten Y68F und Y68A konnten dies bestätigen (Abbildung 
67).[142] Zusätzlich untersuchten die Autoren dieses Phänomen experimentell mit der 
humanen Glycin N-Methyltransferase (mit dessen natürlichem Substrat Glycin), 
welche ebenfalls ein Tyrosin an selber Stelle aufweist (Y21).[143] Hierbei konnte dann 
auch empirisch mittels kinetischer Untersuchungen gezeigt werden, dass die Aktivität 
der Methyltransferase durch Mutation der Position Y21 zu F leicht und durch 
Mutation zu anderen Aminosäuren (A, G, V, S und T) stark verringert wird. Bei PFOMT 
ist dieser Effekt, wie bereits oben erwähnt, bei F80A jedoch nicht für alle Substrate zu 
beobachten. Es wäre denkbar, dass die polare Carboxy-Seitenkette bei z.B. 
3,4-Dihydroxybenzoesäure 8 die Bindung in der eher unpolaren aktiven Tasche 
allgemein erschwert. Durch die aromatische Aminosäure F beim Wildtyp wird nun die 
aktive Tasche komprimiert und so der Benzylring des Substrates durch π-π-Wechsel-
wirkungen für eine effektive Methylierung, trotz polarer Seitenkette, fixiert. Die 
Mutation zu Alanin sorgt nun aber für eine weniger kompakte aktive Tasche und dem 
Wegfall der Stapelkräfte des Phenylalanins, wodurch die Fixierung der Substrate mit 
polaren Seitenketten stark erschwert wird. Beruhend auf diesen Beobachtungen kann 
daher nicht allgemein darauf geschlossen werden, dass eine aromatische Aminosäure 
(Y oder F) an Position 80 von PFOMT alleinig für eine Aktivierung der Hydroxygruppe 
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des Substrates und der Methylgruppe des Kofaktors verantwortlich ist. Es ist anzu-
merken, dass dieser Effekt einer Kompression der aktiven Tasche auch in der Litera-
tur umstritten ist.[144] Lameira et al. wiedersprechen dieser Theorie aufgrund neuer 
Berechnungen mit der humanen COMT und dessen Mutante Y68A und postulieren, 
dass elektrostatische Effekte und eine Vororganisation der aktiven Tasche für die 
effektive enzymatisch katalysierte Methylierung verantwortlich sind und die Kom-
pression keinen signifikanten Einfluss hat. Die empirischen Beobachtungen der vor-
liegenden Arbeit mit PFOMT und dessen Variante F80A unterstützen diese Theorie 
ebenfalls. 
 
 
Abbildung 67: Ergebnisse der computerbasierten Simulation der aktiven Tasche der humanen 
COMT mit SAM, Mg2+ und dem Anion von 2-Hydroxyphenol (blau) und dessen Mutanten Y68F (grün) 
und Y68A (orange).[142] Angegeben ist der berechnete Abstand von Methyl-C-Atom von SAM zu 
Hydroxy-O-Atom des Substrates (gelb gestrichelte Linie) und der Abstand vom S-Atom zum C-Atom 
der Methylgruppe innerhalb des Kofaktors SAM. 
 
Die Mutation der Aminosäure D156 zeigt weder signifikante Aktivitätseinbrüche oder 
-steigerungen noch einen Einfluss auf die Regioselektivität von PFOMT. Trotz der 
Nähe dieser Position zur Seitenkette des Substrates (siehe Abbildung 38), ist diese 
nicht in der Lage dessen Ausrichtung in der aktiven Tasche zu beeinflussen. Vielmehr 
scheint D156 lediglich an der Bindung von SAM beteiligt zu sein. Zwar ist auch diese 
Aminosäure in anderen Methyltransferasen zu finden (vgl. Abbildung 66), aber nicht 
essentiell.  
Einen wesentlich größeren Einfluss, sowohl auf die Aktivität als auch die Regio-
selektivität von PFOMT, haben die Aminosäuren Y51, W184, F198 und M199. Beim 
Strukturalignment aus Abbildung 66 ist erkennbar, dass diese Aminosäuren alle auf 
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den in Kapitel 1.5.1 erwähnten flexiblen Loopregionen liegen, welche für die Substrat-
spezifität und Regioselektivität von COMT-ähnlichen Methyltransferasen verant-
wortlich sein sollen. Genauer befindet sich Y51 bei PFOMT auf dem Loop zwischen α2 
und α3 und die anderen drei Aminosäuren (W184, F198 und M199) auf dem 
gegenüberliegenden Insertionsloop (siehe Abbildung 6). In diesen Strukturelementen 
unterscheiden sich die Methyltransferasen zudem stark in ihrer Aminosäurezusam-
mensetzung. Am stärksten wirkt sich die Mutation der Position Y51 zu den nicht-
aromatischen und basischen Aminosäuren K und R auf die Regioselektivität aus. Der 
Regioisomerenüberschuss re verringert sich auf bis zu 49 %. D.h. es wird nun im 
Gegensatz zum Wildtyp (re >99,9 %) auch eine para-Methylierung ermöglicht. Dies 
ist aber je nach Substrat stärker oder schwächer ausgeprägt. So ist klar erkennbar, 
dass bei Substraten wie zum Beispiel 3-Chloro-4,5-dihydroxybenzaldehyd 5 die para-
Hydroxygruppe im Gegensatz zum nicht chlorierten 3,4-Dihydroxybenzaldehyd 2 
weniger methyliert wird. Aufgrund der sterischen Abschirmung der para-Hydroxy-
gruppe ist in diesem Fall eine para-Methylierung also schwerer realisierbar. Die 
Mutanten Y51A, Y51L und Y51E haben einen wesentlich geringeren Effekt auf den re. 
Dies zeigt zum einen, dass die Aminosäuren K und R mit endständigen Aminogruppen 
eine Koordination mit dem Substrat eingehen und daher dessen Ausrichtung für eine 
para-Methylierung bewirken. Zum anderen könnte dies aber auch darauf hindeuten, 
dass die Mutationen zu den sterisch anspruchsvolleren und polaren Aminosäuren K 
und R die Ordnung des α2-α3-Loops stark verändern oder sogar verhindern. Dies 
ermöglicht dann eine Bindung des Substrats in einer wesentlich offeneren aktiven 
Tasche mit mehr Freiheitsgraden. Diese Theorie wird auch durch den Umstand unter-
stützt, dass ein höherer Anteil para- gegenüber einer meta-Methylierung zu einer 
Verringerung der Gesamtaktivität führt, da wahrscheinlich das Substrat aufgrund des 
anders geordneten Loops und der fehlenden π-π-Wechselwirkungen des Tyrosins 
weniger gut in der aktiven Tasche fixiert werden kann. Beim Strukturalignment aus 
Abbildung 66 ist außerdem erkennbar, dass die para-selektiven Methyltransferasen 
SynOMT, MxSafC und NpN4OMT1 an der gleichen Position Aminosäuren mit elek-
tronisch geladenen Seitenketten (P, T und S) besitzen und die meta-selektiven 
RnCOMT und MsCCoAOMT unpolare Aminosäuren wie A und I. Damit bestätigt sich, 
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dass Seitenketten mit koordinierenden funktionellen Gruppen zu einer para-Selek-
tivität führen. Zudem ist somit klar, weshalb eine Mutation von Y51 zu A oder L bei 
PFOMT kaum einen Einfluss auf die Regioselektivität zeigt. 
Auch die Mutanten M199K und M199R auf dem gegenüberliegenden Insertionsloop 
zeigen einen ähnlichen, wenn auch etwas geringeren Effekt (niedrigster re = 58 %). 
Das Strukturalignment zeigt erneut, dass die para-selektiven Methyltransferasen, wie 
zum Bespiel SynOMT und MxSafC, an selbiger Position polare Aminosäuren mit ko-
ordinierenden funktionellen Gruppen besitzen (Q und S), während die meta-
selektiven PFOMT und MsCCoAOMT hier unpolare Aminosäuren aufweisen (M und 
V). Da die Mutanten W184A, W184L, F198A und F198L, ebenso wie Y51A und Y51L, 
fast keinen veränderten re bewirken, unterstützt dies die Theorie, dass die 
elektronisch geladenen Aminosäureseitenketten die Koordination des Substrates im 
aktiven Zentrum beeinflussen können, die neutralen bzw. unpolaren jedoch nicht. Die 
Bestimmung der kinetischen Daten aus 3.1.5.2 zeigt ebenfalls, dass sich der Km-Wert 
der Mutanten mit den getesteten Substraten kaum verändert. Die Substrate werden 
also durch die Mutation anders positioniert, aber gleich gut gebunden. Der im 
Vergleich zum Wildtyp niedrige kcat deutet allerdings darauf hin, dass die Methy-
lierung wesentlich ineffizienter durchgeführt wird. Dies könnte vor allem durch die 
veränderte Konstitution des α2-α3-Loops aufgrund der Mutationen hervorgerufen 
werden. Die Untersuchungen von Wils et al. (siehe 1.5.2) zeigten eine deutliche 
Änderung der Regioselektivität von CCoAOMT7 beim Substrat Eriodictyol, welche 
lediglich durch die Einführung einer sterisch anspruchsvolleren Aminosäure begrün-
det wird (G46Y).[62] Im Gegensatz dazu konnte in der vorliegenden Arbeit anhand der 
Mutanten von PFOMT an den entsprechend komplementären Positionen aber gezeigt 
werden, dass elektrostatische Effekte einen großen Einfluss auf die Regioselektivität 
haben und sterische Wechselwirkungen, speziell bei den im Vergleich zu Flavonoiden 
kleineren Substraten, nur eine untergeordnete Rolle spielen. 
Auffällig ist, dass alle Mutanten von PFOMT immer noch die meta-Hydroxygruppe 
bevorzugt methylieren. Dies ist natürlich nicht verwunderlich, wenn man bedenkt, 
dass dies die natürliche Funktion des Enzyms ist. Es ist augenscheinlich, dass sich 
PFOMT im Laufe der Evolution aus seinen Vorfahren entwickelte und sich dabei durch 
Anpassen vieler verschiedener Strukturelemente zu einem sehr spezifischen Enzym 
entwickelte. Andere Verwandte zeigen andere Regioselektivitäten, die meist für ein 
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spezielles Substrat entwickelt wurden. Sowohl in der Literatur als auch in dieser 
Arbeit wird eindeutig gezeigt, dass die flexiblen Loopregionen (speziell der α2-α3-
Loop und der Insertionsloop zwischen β5 und α8) die Aminosäuren beherbergen, die 
die Methyltransferasen dieser Klasse einsetzen um die erwähnte Spezialisierung zu 
erreichen. Um derart komplexe Strukturmotive so zu verändern, dass eine 
gewünschte Selektivität für ein bestimmtes Substrat erhalten wird, muss über das 
rationale Enzymdesign hinausgegangen werden. Dass dies durch das Engineering von 
Loops möglich ist, konnte in den vergangenen Jahren bereits vielfach gezeigt 
werden.[145] Die Gruppe um Professor Dr. Hilvert konnte zum Beispiel zeigen, dass bei 
der evolutionären Optimierung einer Retro-Aldolase (RA95.0) Mutationen in Loop-
regionen zu deren Rekonstitution führten und damit das aktive Zentrum des Enzyms 
neu geformt wurde.[146] Dies wiederum steigerte die Aktivität des Enzyms maß-
geblich. Ein weiteres beeindruckendes Beispiel von Baker und Mitarbeitern ist die 
Einführung einer Cytosin Deaminase Aktivität in der humanen Guanin Deaminase 
hGDA mittels der Neumodellierung von Loops, die sich in der Nähe des aktiven 
Zentrums befinden.[147] Durch den Einsatz dieser modernen Konzepte zur Loop-
modellierung wäre das Engineering selektiver Methyltransferasen denkbar. 
 
4.2 Erweiterung des Alkyl-Donor-Spektrums von PFOMT, BcOMT2 
und IEMT 
4.2.1 Synthese artifizieller SAM-Kofaktoren 
Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollten die zuvor charakterisierten Methyl-
transferasen für eine enzymatische Alkylierung phenolischer Synthesebausteine ein-
gesetzt werden. Hierfür war es zunächst nötig die entsprechenden SAM-Analoga zu 
synthetisieren. Es stellte sich heraus, dass die chemische Synthese der Kofaktoren 
nach Stecher et al. aufgrund der Instabilität der SAM-Analoga nicht applikabel ist.[90]  
Die chemoenzymatische Synthese von SAM-Analoga mittels einer Methionin Ade-
nosyltransferase (MAT) ermöglicht die Darstellung der artifiziellen Kofaktoren in situ 
durch den Einsatz von Methionin-Analoga und ATP (siehe 1.6 Schema 9).[148] Die 
Kofaktoren können bei dieser Methode direkt von den Methyltransferasen umgesetzt 
werden bevor sie wieder zerfallen. In der vorliegenden Arbeit konnte ein breites 
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Spektrum an verschieden funktionalisierten Methionin-Analoga synthetisiert wer-
den. Zudem stellten Luke Humphreys und Kollegen von Glaxo Smith Kline Ltd. 
(Stevenage, UK) fluorierte Methionin-Analoga für die Untersuchungen bereit. 
Basierend auf den Studien von Wang et al.[102] und Singh et al.[148] wurde die humane 
hMAT2A und Varianten mit den Methionin-Analoga mittels einer eigens entwickelten 
HPLC-Methode (3.2.2.2.2) untersucht und die zum Wildtyp relativen Aktivitäten mit 
denen von Singh et al. verglichen (Tabelle 37). Die bestimmten Aktivitäten sind 
generell etwas niedriger als in der Literatur beschrieben (außer beim Propargyl-
Analogon 52). Dies liegt sehr wahrscheinlich an den unterschiedlichen HPLC-
Methoden, die für die Analyse eingesetzt wurden. Der allgemeine Trend einer sinken-
den Aktivität mit steigender Länge und Komplexität der Analoga ist jedoch deutlich 
erkennbar. 
 
Tabelle 37: Vergleich der Aktivitäten des hMAT2A Wildtyps relativ zu Methionin (100 %) mit den 
synthetisierten Methionin-Analoga. 
Methionin-
Analogon     
 
Diese Arbeit 69 47 9 5 4 
Singh et al.[94]  90 50 6 13 18 
 
Im Gegensatz zu Singh et al. untersuchten Wang et al. auch Varianten von 
hMAT2A.[94,102] Im Einklang mit diesen Untersuchungen zeigte die Variante I322V 
gegenüber dem Wildtyp eine steigende Aktivität bei den längeren Alkylresten vom 
Ethyl- zum Alkin-Homocystein (Abbildung 52). Es wäre jedoch zu erwarten gewesen, 
dass die Mutante I322A den Alkylresten noch mehr Platz in der aktiven Tasche 
bereitstellt und daher höhere Aktivitäten zeigt. Jedoch ist nicht nur der Platzbedarf 
für die Synthese des Kofaktors wichtig. Da es sich bei dieser Reaktion um eine SN2-
Substitution handelt, ist der Winkel in dem die Orbitale im konzertierten Übergangs-
zustand überlappen können ausschlaggebend (siehe Schema 8 B). Eine lineare Anord-
nung ermöglicht daher einen energetisch niedrigeren Übergangszustand und somit 
eine höhere enzymatische Umsetzung zum Produkt.[102] Beim Einsatz des Nitril- 56 
bzw. Azid-Analogons 53 konnte der Trend einer erhöhten Aktivität mit I322V nicht 
bestätigt werden. Im Bereich des Alkylrestes der Methionin-Analoga bilden die 
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Aminosäuren I117, G120, V121 und I322 eine hydrophobe Tasche. Die Nitril- bzw. 
Azid-Funktion der Analoga führt daher auch bei der Mutation von I322 zu kleineren 
Aminosäureresten (I322A und I322V) zu elektrostatischen Wechselwirkungen, die 
eine Bindung erheblich erschweren können. Es ist zudem festzustellen, dass keines 
der Methionin-Analoga besser als Methionin selbst umgesetzt werden konnte. Mit 
längerem Alkylrest und zusätzlicher Funktionalisierung sinkt die Aktivität auf bis zu 
4-6 % im Vergleich zum Wildtyp mit Methionin.  
Im Gegensatz zu chlorierten, bromierten und iodierten Verbindungen findet man in 
der Natur nur sehr wenig fluorierte Äquivalente.[149] Wegen seiner schlechten 
Bioverfügbarkeit und des hohen Redoxpotentials, welches die Fluorierung mittels 
Haloperoxidasen verhindert, entwickelten sich die meisten Lebewesen ohne die 
Verwendung von Fluor.[150] Trotz all dem konnten einige wenige (ca. 20) 
monofluoierte Verbindungen in der Natur entdeckt werden.[151] Dabei handelt es sich 
jedoch meist um toxische Substanzen aus tropischen Pflanzen, die für Abwehrmecha-
nismen eingesetzt werden.[152,153] Im Gegensatz zur Natur gibt es allerdings sehr viele 
fluorierte Verbindungen, die vom Menschen synthetisch hergestellt werden.[154] Auf-
grund seiner hohen Elektronegativität führt es in organischen Strukturen zu sehr 
stark polarisierten C-F-Bindungen mit einzigartigen Eigenschaften. Zudem ist es auf-
grund seiner Größe in der Lage Wasserstoffatome nachzuahmen.[155] Viele pharma-
zeutisch wirksame Substanzen besitzen mono-, di-, tri- oder sogar polyfluorierte 
Motive, welche für die Wirksamkeit oder dessen Metabolismus von großer Bedeutung 
sind.[156] Die selektive Fluorierung wichtiger Synthesebausteine ist eine große 
Herausforderung für organische Chemiker. Daher suchen Wissenschaftler hierfür 
nach Enzymen, welche die gewünschte Selektivität besitzen bzw. in der Lage sind 
auch fluorierte Substrate zu akzeptieren. 
Erstmals konnte bei den Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, 
dass hMAT2A auch in der Lage ist fluorierte Methionin-Analoga umzusetzen. Die 
Aktivität ist hierbei jedoch mit maximal 15 % im Vergleich zu Methionin stark 
verringert. Es ist außerdem ein deutlicher Trend erkennbar, dass mit steigender 
Anzahl der Fluoratome und kürzerer Alkylkette die Aktivität signifikant absinkt 
(ca. 1 % beim CF3-Analogon 57). Dies ist wenig verwunderlich, wenn man bedenkt, 
dass in der Natur nur Substanzen mit maximal einem Fluor-Atom auftreten. Eine 
erhöhte Aktivität mit längerer Alkylkette (Ethyl statt Methyl) ist hingegen sehr 
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ungewöhnlich, wenn man bedenkt, dass hierbei bei den nicht fluorierten Analoga der 
gegenteilige Trend zu beobachten ist. Es ist jedoch denkbar, dass die Fluoratome in 
nächster Nähe zum an der Reaktion beteiligten C-Atom die Bindung zu diesem sehr 
stark polarisieren und damit den natürlichen Mechanismus der hMAT2A stärker 
beeinflussen als bei Analoga, bei denen sich die Fluor-Atome weiter entfernt befinden.  
Die Variante I322V zeigt, wie schon bei den anderen Methionin-Analoga, mit den 
fluorierten Analoga eine höhere Aktivität bei längerer Alkylkette. Dies ist ebenfalls auf 
die bereits erwähnte größere aktive Tasche zurückzuführen. Klar erkennbar ist 
zudem, dass die Methylester der fluorierten Analoga besser umgesetzt werden. 
Bedenkt man, dass fluorierte Substrate so nicht in der Natur vorkommen, ist eine 
Substratinhibierung durch diese sehr wahrscheinlich. Da nun Ester im Allgemeinen 
im wässrigen Medium schlechter löslich sind als deren freie Säuren, werden diese 
wesentlich langsamer dem Enzym zur Verfügung gestellt bzw. durch Hydrolyse zur 
entsprechenden Säure umgesetzt. Dies vermindert eine mögliche Inhibierung des 
Enzymes durch zu hohe Konzentrationen an verfügbarem Substrat.  
Die Untersuchungen haben gezeigt, dass hMAT2A und dessen Varianten I322A und 
I322V in der Lage sind Methionin-Analoga zu SAM-Analoga umzusetzen. Vor allem die 
enzymatische Synthese fluorierter SAM-Analoga wurde bisher nicht gezeigt und 
bietet neue Möglichkeiten zum Einsatz dieser mit Methyltransferasen unterschied-
lichster Substrate und Selektivitäten für die enzymatische Synthese pharmazeutisch-
er Verbindungen. 
 
4.2.2 SAM-Analoga Akzeptanz der Methyltransferasen PFOMT, BcOMT2 und 
IEMT 
Mit der Möglichkeit artifizielle SAM-Analoga in situ zu produzieren sollte im nächsten 
Schritt gezeigt werden, dass diese von Methyltransferasen kleiner, natürlicher Sub-
strate akzeptiert werden und so die selektive Synthese wichtiger Verbindungen 
ermöglicht wird. 
Das initiale Screening der drei Methyltransferasen PFOMT, BcOMT2 und IEMT mit 
den bis dahin zur Verfügung stehenden Methionin-Analoga zeigt, dass die Enzyme im 
allgemeinen eine breite Akzeptanz für die artifiziellen Kofaktoren besitzen und diese 
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für eine Alkylierung verwenden können. Wie schon bei der Untersuchung des Sub-
stratspektrums der drei Methyltransferasen zeigt PFOMT auch mit den SAM-Analoga 
die breiteste Akzeptanz mit den meist höchsten Aktivitäten im Vergleich zu BcOMT2 
und IEMT. Lediglich das Ethyl-SAM-Analogon wird von IEMT besser umgesetzt. Wie 
in 1.6 (Schema 8 B) erläutert, handelt es sich beim Allyl-SAM-Analogon um ein 
doppelaktiviertes Analogon, dass bei der SN2-Reaktion den Übergangszustand durch 
Hyperkonjugation mit den sp2-Orbitalen stabilisiert. Dies spiegelt sich auch in den 
Aktivitäten wieder. Diese liegen mit bis zu 146 % sogar höher als mit dem natürlichen 
Kofaktor SAM (100 %). Das Propargyl-SAM-Analogon wird von den Methyltransfer-
asen auf Grund der sp-Hybridisierung mit maximal 40 % deutlich schlechter 
akzeptiert. Befindet sich nun zusätzlich ein Stickstoff im Alkylrest (Nitril-SAM-
Analogon) wird die Aktivität noch weiter verringert (maximal 10 %). Dies ist auf die 
zum Großteil hydrophobe aktive Tasche der Enzyme zurückzuführen. Interessanter-
weise wird jedoch das Ethylazid-SAM-Analogon wieder etwas besser akzeptiert. Da 
sich die Azid-Gruppe im entsprechenden Analogon an einer C-C-Einfachbindung be-
findet und diese Bindung eine freie Rotation ermöglicht, kann das polare Azid ent-
sprechend so ausgerichtet werden, dass es weniger elektrostatischen Wechsel-
wirkungen ausgesetzt ist. 
Ein Vergleich mit den in der Literatur bestimmten Aktivitäten der nicht-fluorierten 
SAM-Analoga zeigt, dass die COMT-ähnlichen Methyltransferasen im Allgemeinen die 
Analoga besser für eine Alkylierung akzeptieren als die von Singh et al. eingesetzte 
RebM aus Lechevalieria aerocolonigenes mit dessen natürlichem Substrat Rebecca-
mycin (Tabelle 38).[94] Interessanterweise wird aber das Nitril-Analogon von RebM 
besser akzeptiert. Beim Substrat von RebM (Rebeccamycin) handelt es sich um ein 
Indolocarbazol. Diese Substanzen sind einfach glykosyliert. RebM ist für die Methy-
lierung einer Hydroxygruppe des entsprechenden Zuckers verantwortlich. Da in 
diesem Fall ein Zuckermolekül im aktiven Zentrum in der Nähe des zu übertragenden 
Alkylrests gebunden werden muss, befinden sich in unmittelbarer Umgebung polare 
Reste wie Histidin und Asparagin- bzw. Glutaminsäure.[19] Somit ist dann die Bindung 
des Nitril-SAM-Analogons durch koordinative Wechselwirkungen wie Wasserstoff-
brücken erleichtert. Dies erklärt auch die höheren Aktivitäten der Methyltransferasen 
PFOMT, BcOMT2 und IEMT mit den Ethyl-, Allyl- und Propargyl-SAM-Analoga im Ver-
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gleich zu RebM. Denn die Substrate der drei Methyltransferasen sind kleine aro-
matische Verbindungen, weshalb die eher unpolare und hydrophobe aktive Tasche 
von Aminosäuren wie Tryptophan, Phenylalanin, Valin, Alanin und Tyrosin gebildet 
wird, was wiederum die Bindung eines hydrophoben Alkylrestes begünstigt.[33,54] 
 
Tabelle 38: Aktivitäten der Methyltransferasen PFOMT, BcOMT2 und IEMT relativ zum PFOMT 
Wildtyp mit Methionin (100 %) mit den in situ synthetisierten SAM-Analoga (Substrat: 3,4-
Dihydroxyacetophenon 1) und Aktivität von RebM mit denselben SAM-Analoga mit Rebeccamycin als 
Substrat. 
SAM-
Analogon      
PFOMT* 22 146 40 10 44 
BcOMT2* 4 87 15 5 24 
IEMT* 116 122 20 4 15 
RebM[94] ** 40 67 5 42 n.b. 
n.b. = nicht bestimmt 
*diese Arbeit  
** Aktivität mit dem Verhältnis von Alkylierungsprodukt zu Edukt berechnet (mit Methionin 100 %). 
Reaktionsbedingungen: Methionin-Analogon (2mM), ATP (1mM), Rebeccamycin (50 µM), hMAT2 (5 
µM), RebM (10 µM), SAHN (5 µM), Tris (25 mM), MgCl2 (5mM), KCl (50 mM), pH 8, 24 h bei 37°C.  
 
Fluorierte SAM-Analoga wurden in der Literatur bisher noch nicht für eine enzyma-
tisch katalysierte Alkylierung eingesetzt. Speziell in Kombination mit O-Methyltrans-
ferasen phenolischer Substrate ist die enzymatische Synthese der Vorstufen 
pharmazeutisch aktiver Wirkstoffe wie z.B. Roflumilast, Garenoxacin oder Riluzol 
möglich (vgl. Abbildung 10). In dieser Arbeit zeigen alle drei Methyltransferasen mit 
den fluorierten SAM-Analoga sehr geringe Aktivitäten von maximal 4 %. Dies ist 
wenig verwunderlich, bedenkt man, dass diese artifiziellen Kofaktoren von der 
eingesetzten hMAT2A in sehr geringen Mengen produziert werden (siehe 3.2.2.2.3). 
Zudem konnten bei den Untersuchungen zu hMAT2A im Massenspektrometer nur die 
5‘-Alkylthioadenosin Degradationsprodukte der fluorierten SAM-Analoga detektiert 
werden. Dies beweist zwar zum einen, dass die Kofaktoren von hMAT2A synthetisiert 
werden, aber zum anderen auch, dass diese sehr reaktiv bzw. labil sind und daher 
schnell zerfallen. Somit stehen sie dann den Methyltransferasen in vitro nur in sehr 
geringen Konzentrationen und nur für kurze Zeit zur Verfügung, was wiederum die 
geringen beobachteten Umsätze erklärt.  
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4.2.3 Mutationsstudie zur Verbesserung der SAM-Analoga-Akzeptanz von 
PFOMT 
Die vorherigen Untersuchungen zeigten, dass PFOMT im Gegensatz zu BcOMT2 und 
IEMT in der Lage ist alle SAM-Analoga für eine Alkylierung zu verwenden. Zudem 
weist PFOMT dabei die höchsten Aktivitäten auf. Aus diesem Grund wurde mit PFOMT 
die in 1.6 bereits erläuterte „bump-hole“-Strategie durchgeführt. Hierbei sollte die 
aktive Tasche mittels Mutationen so vergrößert werden, dass sterisch anspruchs-
vollere Alkylreste effizienter übertragen werden können. Um die bestmögliche 
Kofaktorsynthese zu gewährleisten, wurden die generierten Mutanten von PFOMT 
mit den Mutanten von hMAT2A kombiniert, die für das jeweilige Methionin-Analogon 
die höchste Aktivität zeigten (siehe 3.2.2.2.3).  
Die Varianten M52A und M52G konnten das Allyl- und Propargyl-SAM-Analogon 1,3-
fach (Allyl) bzw. 1,6-fach (Propargyl) effektiver für eine Alkylierung verwenden als 
der Wildtyp von PFOMT. Dies ist wahrscheinlich auf die leicht vergrößerte aktive 
Tasche zurückzuführen. Da sich ein ähnlicher Trend jedoch nicht bei den anderen 
SAM-Analoga mit längerer Alkylkette zeigt, scheinen neben dem Platzbedarf auch 
andere Faktoren wie z.B. Polarität oder Freiheitsgrade des Alkylrestes eine Rolle zu 
spielen. Zudem ist die Aminosäure M52 stark konserviert innerhalb der Familie der 
CCoAOMT-ähnlichen O-Methyltransferasen. Eine Funktion bei der Katalyse der Me-
thylierung oder der Fixierung des Substrates im aktiven Zentrum ist daher nicht 
auszuschließen. 
Die Mutation der Aminosäure F80 zu Alanin führt zu einer bis zu zweifachen Aktivität 
mit dem Nitril- bzw. Propargyl-Analogon. Die durch diese Mutation fehlende 
Kompression der aktiven Tasche (siehe dazu auch 4.1.5) und die nicht mehr 
vorhandenen Stapelkräfte könnten für elektrostatisch anspruchsvollere Alkylreste 
von Vorteil sein. Diese Theorie wird unterstützt durch die Ergebnisse mit der Mutante 
Y51A. Hier werden ebenfalls die Stapelkräfte der aromatischen Aminosäure Tyrosin 
entfernt wodurch sich ein ähnlicher Anstieg der Aktivität mit den längerkettigen 
Alkylresten beobachten lässt. Zusätzlich kann diese Mutante das CH2CF3-Analogon 
mit einer dreifach höheren Aktivität für die Alkylierung verwenden. Aber auch bei 
Y51A ist der Trend nicht für alle Alkylreste derselbe. Es bestätigt sich also auch hier 
erneut, dass eine effektive Übertragung der Alkylreste sowohl von deren Größe als 
auch von deren elektrostatischen Eigenschaften abhängig ist. Im Allgemeinen ist aber 
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erkennbar, dass die Mutation aromatischer Aminosäuren im aktiven Zentrum zu 
kleineren ebenfalls unpolaren Resten die Aktivität mit längeren, unpolaren Alkyl-
resten erhöhen kann.  
 
4.2.4 Nachweis der Alkylierungsprodukte mittels LC-MS 
Da die Aktivität der Methyltransferasen bisher nur indirekt über das bei der 
Transmethylierung gebildete Nebenprodukt SAH bestimmt wurde, sollten in einem 
separaten Screening die jeweiligen O-Alkylierungsprodukte der Umsetzung der SAM-
Analoga mit PFOMT und 3,4-Dihydroxyacetophenon 1 über deren Masse mittels LC-
MS nachgewiesen werden. Bei diesen Untersuchungen konnte die Masse der einfach 
O-alkylierten Produkte des Substrates mit dem in situ synthetisierten Ethyl-, Allyl-, 
Ethylazid- und CH2CH2F-SAM-Analogon nachgewiesen werden (Tabelle 35). Für das 
Propargyl- und das Nitril-SAM-Analogon konnten nur abweichende Massen von 208,8 
bzw. 209,7 detektiert werden. Da bei der Reaktion ein wässriges Milieu vorliegt, ist 
eine Hydratisierung der Produkte nicht auszuschließen (Schema 26). Es ist sehr 
wahrscheinlich, dass die Alkylierungsprodukte dieser beiden SAM-Analoga an der 
Dreifachbindung hydratisiert werden und anschließend über eine Tautomerie zum 
stabileren Keton bzw. Amid umlagern.  
 
Schema 26: Hydratisierung der Alkylierungsprodukte beim Einsatz des A) Propargyl- und B) Nitril-
SAM-Analogon mit dem Substrat 3,4-Dihydroxyacetophenon 1 (Molekulargewichte unterhalb der 
Verbindungen angegeben).  
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Leider konnte bis auf das CH2CH2F Alkylierungsprodukt von 3,4-Dihydroxyaceto-
phenon 1 keines der anderen fluorierten Produkte mittels dessen Masse nach-
gewiesen werden. Dies liegt höchstwahrscheinlich daran, dass die Aktivität mit diesen 
Analoga allgemein sehr gering ist und die Produktbildung nicht für eine Detektion 
ausreicht. Zudem beeinflussen die Fluoratome eventuell die Polarisierung der Mole-
küle im Massenspektrometer. Dies würde erklären, weshalb das einfach fluorierte 
Produkt nachgewiesen werden konnte, jedoch keines der di- bzw. trifluorierten 
Produkte. 
 
4.2.5 PFOMT-IEMT gekoppelte one-pot Alkylierung von 3,4-Dihydroxyaceto-
phenon 1 
Die one-pot Alkylierung von 3,4-Dihydroxyacetophenon 1 mit dem Ethyl- und Allyl-
SAM-Analogon mit den Methyltransferasen PFOMT_F3D und IEMT zeigte erneut, dass 
die Allylierung in Konkurrenz zur Ethylierung klar bevorzugt abläuft (6-fach mehr 
Allylierungsprodukt). Da PFOMT mit dem eingesetzten Substrat bereits mit dem 
natürlichen Kofaktor SAM eine ca. doppelt so hohe Aktivität aufweist und zudem 
strikt meta-selektiv ist, findet man sowohl das meta-ethylierte als auch das meta-
allylierte Produkt in größeren Mengen vor als die para-Produkte. Anders verhält es 
sich bei einer zweiten Alkylierung der bereits ethylierten oder allylierten Produkte. 
PFOMT ist nicht in der Lage eine zweite Alkylierung durchzuführen, da eine freie 
Hydroxygruppe in α–Stellung zur zu alkylierenden Hydroxygruppe vom Enzym zur 
Bindung des Substrates und der entsprechenden Katalyse benötigt wird.[33] Bei IEMT 
ist es genau umgekehrt. Eine bereits vorhandene Alkylierung des Substrates in der 
meta-Position erleichtert die Alkylierung in der para-Position.[65] Aus diesen Gründen 
konnten auch zweifach alkylierte Produkte nachgewiesen werden. Allerdings waren 
nicht alle möglichen Kombinationen im Produktgemisch zu finden. Es stellte sich 
heraus, dass IEMT nur in der Lage ist eine Allylierung in para-Position bei einem in 
meta bereits ethylierten oder allylierten Produkt zu katalysieren, jedoch keine zweite 
Ethylierung. Dieser Umstand ist wahrscheinlich auf die leichtere Übertragung von 
doppelaktivierten, ungesättigten Alkylresten bei der enzymatischen Alkylierung 
zurückzuführen (siehe 1.6).[82] Die Untersuchungen haben gezeigt, dass die Methyl-
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transferasen bevorzugt bestimmte Positionen alkylieren und dabei bestimmte Alkyl-
reste besser übertragen als andere. Mit diesen Eigenschaften ist es im Gegensatz zur 
organischen Synthese mittels Alkylhalogeniden und ohne den Einsatz von 
aufwendigen Schutzgruppen möglich, selektiv ein Produkt mit einem gewünschten 
Alkylierungsmuster in einer one-pot Reaktion enzymatisch im Überschuss zu 
synthetisieren. Dies ist zudem im wässrigen Medium und bei milden Temperaturen 
möglich. 
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5 Ausblick 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche O-Methyl-
transferasen phenolischer Substrate für die Alkylierung von Synthesebausteinen mit 
unterschiedlich funktionalisierten Alkylresten eingesetzt werden können. Es stellte 
sich jedoch heraus, dass die Selektivitäten der Methyltransferasen stark von der Natur 
des Substrates und des Alkylrestes, der übertragen werden soll, abhängen. Es ist 
offensichtlich, dass diese Selektivitäten über bewegliche Strukturmotive (Loops) im 
Proteingerüst definiert werden und einzelne Aminosäuren auf diesen einen großen 
Einfluss auf deren Aktivität und Regioselektivität haben. Für die Entwicklung eines 
maßgeschneiderten Biokatalysators für ein gewünschtes Substrat müsste eine we-
sentlich komplexere Mutationsstudie durchgeführt werden. So könnte zum Beispiel 
semi-rationales Protein-Engineering wie das computerbasierte Redesign von Loop-
regionen unter Verwendung eines vordefinierten Substrates zur gewünschten Selek-
tivität führen.  
Einer der Hauptgründe, weshalb Methyltransferasen bisher kaum Anwendung in der 
Industrie finden, ist das Fehlen eines effektiven Regenerationssystems für den dabei 
eingesetzten Kofaktor SAM. Erst vor kurzem veröffentlichten Mordhorst et al. eine in 
vitro Regenerationskaskade, die es ermöglicht durch Zugabe von Methionin Substrate 
katalytisch umzusetzen.[106] Es war sogar möglich durch Zugabe von Ethionin die 
entsprechenden Substrate zu ethylieren. Durch Optimieren der einzelnen Schritte 
dieser Kaskade könnte ein industriell anwendbares in vitro Regenerationssystem 
entwickelt werden, dass mit jeder Methyltransferase, die SAH als Nebenprodukt 
bildet, für eine effektive Alkylierung verwendet werden kann.  
Speziell im Hinblick auf eine Fluoroalkylierung mit Methyltransferasen wäre es nötig 
die Produktion der fluorierten SAM-Analoga zu optimieren. Die Kombination einer 
evolvierten Methionin Adenosyltransferase mit einer ebenfalls angepassten Methyl-
transferase, die die fluorierten Alkylreste effektiv übertragen kann, würden sich neue 
Wege eröffnen wichtige fluorierte Verbindungen enzymatisch zu synthetisieren.  
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6 Anhang 
6.1 Expression und Aufreinigung von PFOMT, BcOMT2 und IEMT 
Aus den hier abgebildeten SDS-PAGE-Gelen (Abbildung 68-Abbildung 70) wurden, 
zur besseren Visualisierung, die in Kapitel 3.1.1 gezeigten Gele zusammengeführt. 
 
Abbildung 68: 12 % SDS-PAGE-Gele der Expression und Reinigung von PFOMT. Die markierten 
Spuren wurden in Kapitel 3.1.1 zusammengeführt und erläutert. 
 
 
Abbildung 69: 12 % SDS-PAGE-Gele der Expression und Reinigung von BcOMT2. Die markierten 
Spuren wurden in Kapitel 3.1.1 zusammengeführt und erläutert. 
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Abbildung 70 12 % SDS-PAGE-Gele der Expression und Reinigung von IEMT. Die markierten Spuren 
wurden in Kapitel 3.1.1 zusammengeführt und erläutert. 
 
 
6.2 Einfluss der DMSO Konzentration auf die Aktivität von PFOMT 
und BcOMT2 
 
 
Abbildung 71: Einfluss der DMSO Konzentration auf die Aktivität von PFOMT mit 3,4-
Dihydroxybenzaldehyd 2 als Substrat. 
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Abbildung 72: Einfluss der DMSO Konzentration auf die Aktivität von BcOMT2 mit 3,4-
Dihydroxybenzaldehyd 2 als Substrat. 
 
6.3 Gensequenzen 
PFOMT aus Mesembryanthemum crystallinum  
ATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCACGGATCCATGGATTTTGCTGTGATGAAGCAG
GTCAAAAATACAGGATTGCTACAGAGTGAGGAGTTATGCCAGTATATTCTCCGAACTAG
TGTCTATCCGCGAGAAGCAGGGTTCCTCAAGGAACTCAGGGAAGCCAATGAAAGTCACCC
AGACTCTTATATGTCGACTTCACCACTTGCTGGACAATTGATGTCATTCGTTCTAAAATT
AGTGAATGCAAAGAAGACTATTGAAGTTGGAGTCTTTACAGGATACTCCCTCTTACTCAC
TGCTCTTTCAATTCCTGATGATGGAAAGATTACGGCAATTGATTTCGACAGAGAGGCATA
TGAGATTGGCTTGCCATTTATCAGAAAAGCTGGTGTGGAGCACAAAATCAACTTCATTGA
ATCGGATGCTATGCTAGCTCTTGACAATCTTCTGCAAGGACAAGAGAGCGAGGGGAGTTA
CGACTTTGGCTTTGTTGATGCGGACAAACCTAACTACATCAAGTACCATGAGAGGTTGAT
GAAACTAGTCAAGGTGGGTGGCATAGTCGCTTATGACAACACATTATGGGGTGGAACTG
TAGCCCAGCCTGAATCCGAAGTACCAGATTTCATGAAGGAAAACAGAGAAGCTGTTATTG
AACTCAACAAGTTGCTTGCTGCTGATCCTCGTATCGAGATTGTACATCTTCCTTTGGGTG
ATGGTATCACTTTCTGCAGGCGTCTTTATTGA 
 
BcOMT2 aus Bacillus cereus  
ATGCGTGGCAGCCATCATCATCACCATCATAGCAGCGGTCTGGAAGTTCTGTTTCAGGGT
CCGGCAAGCATGATTGAAACCTGGACCGCAGTTGATCAGTATGTTAGTGATGTTCTGATT
CCGAAAGATAGCACCCTGGAAGAGGTTCTGCAGGTTAATGCAGCAGCAAATCTGCCTGCA
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CATGATGTTAGCCCGACCCAGGGTAAATTTCTGCAGCTGCTGGTTCAGATTCAGGGTGCA
CGTAATATTCTGGAAATTGGCACCCTGGGTGGTTATAGCACCATTTGGCTGGCACGTGGT
CTGAGCAGCGGTGGTCGTGTTGTTACACTGGAAGCAAGCGAAAAACATGCAGATATTGCC
CGTAGCAATATTGAACGTGCAAATCTGAATGATCGTGTTGAAGTTCGTACCGGTCTGGCA
CTGGATAGCCTGCAGCAGATTGAAAATGAAAAATATGAGCCGTTCGACTTCATCTTCATC
GATGCCGATAAACAGAATAATCCGGCATATTTTGAATGGGCACTGAAACTGAGCCGTCCG
GGTACAGTTATTATTGGTGATAATGTTGTTCGCGAAGGCGAAGTGATTGATAATACCAG
CAATGATCCGCGTGTTCAGGGTATTCGTCGTTTTTATGAACTGATTGCAGCAGAACCGCG
TGTTAGCGCAACCGCACTGCAGACCGTTGGTAGCAAAGGTTATGATGGCTTTATTATGGC
CGTGGTGAAAGAGTAA 
 
IEMT aus Clarkia breweri 
ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCAT
ATGGGATCTACCGGAAATGCAGAGATCCAGATAATCCCCACCCACTCCTCCGACGAGGAA
GCCAACCTCTTCGCCATGCAGCTGGCCAGCGCCGCCGTTCTCCCCATGGCCCTTAAGGCCG
CCATCGAGCTCGACGTCCTTGAGATCATGGCCAAGTCCGTCCCTCCCAGCGGCTACATCTC
TCCGGCGGAGATTGCCGCGCAGCTTCCTACCACCAACCCTGAAGCTCCGGTGATGCTTGAC
CGTGTCCTCCGCCTCCTAGCCAGCTACTCCGTCGTAACATACACTCTCCGGGAACTTCCCA
GCGGCAAGGTGGAGAGGCTGTACGGCCTCGCCCCTGTCTGCAAGTTCTTGACCAAGAACG
AGGATGGAGTTTCTCTTGCTCCTTTTTTGCTCACGGCTACCGACAAGGTCCTTTTGGAGC
CCTGGTTTTACTTGAAAGATGCGATTCTTGAAGGAGGAATTCCATTCAATAAAGCGtATG
GAATGAATGAATTCGATTACCATGGAACAGACCACAGATTCAACAAGGTGTTCaACAAGG
GAATGTCCAGCAaCTCTACCATCACCATGAAGAAGATCCTtGAAATGTaCAACGGATTCGA
GGGGCTAACAACGATTGTCGATGTTGGGGGCGgTACAGGTGCCGTGGCTAGCATGATTGT
TGCTAAGTATCCTTCCATCAACGCCATCAACTTCGACCTGCCTCACGTTATTCAGGATGC
TCCAGCTTTTTCTGGTGTTGAACATCTTGGAGGAGATATGTTTGATGGCGTACCCAAAGG
CGACGCTATATTCATCAAGTGGATTTGCCACGACTGGAGCGATGAGCATTGCCTGAAGTT
GCTGAAAAACTGCTATGCTGCACTTCCCGACCATGGCAAGGTCATTGTTGCAGAATACAT
CCTTCCTCCGTCTCCTGACCCGAGTATCGCCACCAAGGTAGTCATCCATACCGACGCCCTC
ATGTTGGCCTACAACCCAGGCGGCAAAGAAAGGACTGAGAAGGAGTTCCAGGCTTTGGCT
ATGGCTTCCGGATTCAGGGGTTTCAAAGTAGCATCTTGTGCCTTCAACACTTACGTCATG
GAGTTCCTCAAAACCGCGTAA 
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hMAT2A aus Homo sapiens 
ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCAT
ATGAACGGACAGCTCAACGGCTTCCACGAGGCGTTCATCGAGGAGGGCACATTCCTTTTC
ACCTCAGAGTCGGTCGGGGAAGGCCACCCAGATAAGATTTGTGACCAAATCAGTGATGCT
GTCCTTGATGCCCACCTTCAGCAGGATCCTGATGCCAAAGTAGCTTGTGAAACTGTTGCT
AAAACTGGAATGATCCTTCTTGCTGGGGAAATTACATCCAGAGCTGCTGTTGACTACCAG
AAAGTGGTTCGTGAAGCTGTTAAACACATTGGATATGATGATTCTTCCAAAGGTTTTGA
CTACAAGACTTGTAACGTGCTGGTAGCCTTGGAGCAACAGTCACCAGATATTGCTCAAGG
TGTTCATCTTGACAGAAATGAAGAAGACATTGGTGCTGGAGACCAGGGCTTAATGTTTG
GCTATGCCACTGATGAAACTGAGGAGTGTATGCCTTTAACCATTGTCTTGGCACACAAGC
TAAATGCCAAACTGGCAGAACTACGCCGTAATGGCACTTTGCCTTGGTTACGCCCTGATT
CTAAAACTCAAGTTACTGTGCAGTATATGCAGGATCGAGGTGCTGTGCTTCCCATCAGAG
TCCACACAATTGTTATATCTGTTCAGCATGATGAAGAGGTTTGTCTTGATGAAATGAGGG
ATGCCCTAAAGGAGAAAGTCATCAAAGCAGTTGTGCCTGCGAAATACCTTGATGAGGAT
ACAATCTACCACCTACAGCCAAGTGGCAGATTTGTTATTGGTGGGCCTCAGGGTGATGCT
GGTTTGACTGGACGGAAAATCATTGTGGACACTTATGGCGGTTGGGGTGCTCATGGAGG
AGGTGCCTTTTCAGGAAAGGATTATACCAAGGTCGACCGTTCAGCTGCTTATGCTGCTCG
TTGGGTGGCAAAATCCCTTGTTAAAGGAGGTCTGTGCCGGAGGGTTCTTGTTCAGGTCTC
TTATGCTATTGGAGTTTCTCATCCATTATCTATCTCCATTTTCCATTATGGTACCTCTCA
GAAGAGTGAGAGAGAGCTATTAGAGATTGTGAAGAAGAATTTCGATCTCCGCCCTGGGG
TCATTGTCAGGGATCTGGATCTGAAGAAGCCAATTTATCAGAGGACTGCAGCCTATGGCC
ACTTTGGTAGGGACAGCTTCCCATGGGAAGTGCCCAAAAAGCTTAAATATTGA 
 
SAHN aus E. coli 
ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCAT
ATGAAAATCGGCATCATTGGTGCAATGGAAGAAGAAGTTACGCTGCTGCGTGACAAAAT
CGAAAACCGTCAAACTATCAGTCTCGGCGGTTGCGAAATCTATACCGGCCAACTGAATGG
AACCGAGGTTGCGCTTCTGAAATCGGGCATCGGTAAAGTCGCTGCGGCGCTGGGTGCCAC
TTTGCTGTTGGAACACTGCAAGCCAGATGTGATTATTAACACCGGTTCTGCCGGTGGCCT
GGCACCAACGTTGAAAGTGGGCGATATCGTTGTCTCGGACGAAGCACGTTATCACGACGC
GGATGTCACGGCATTTGGTTATGAATACGGTCAGTTACCAGGCTGTCCGGCAGGCTTTAA
AGCTGACGATAAACTGATCGCTGCCGCTGAGGCCTGCATTGCCGAACTGAATCTTAACGC
TGTACGTGGCCTGATTGTTAGCGGCGACGCTTTCATCAACGGTTCTGTTGGTCTGGCGAA
 171 
 
NATCCGCCACAACTTCCCACAGGCCATTGCTGTAGAGATGGAAGCGACGGCAATCGCCCA
TGTCTGCCACAATTTCAACGTCCCGTTTGTTGTCGTACGCGCCATCTCCGACGTGGCCGAT
CAACAGTCTCATCTTAGCTTCGATGAGTTCCTGGCTGTTGCCGCTAAACAGTCCAGCCTG
ATGGTTGAGTCACTGGTGCAGAAACTTGCACATGGCTAA 
 
 
6.4 HPLC Methoden 
6.4.1 Analytische HPLC 
Tabelle 39: Säulen, Laufmittel und Methoden für die analytische HPLC. 
Nr. Säule Dimensionen Laufmittel Methode 
1 Agilent 
Poroshell 
120 C18 
3,0x50mm, 
2,7 µm 
A: ddH2O + 0,1 % TFA 
B: ACN + 0,1 % TFA 
02,01 min 
0,3 mL∙min-1 
2,018 min 1 mL∙min-1 
89 min 0,3 mL∙min-1 
0% B21,3% B (in 2 min), 
21,3% B32% B (in 1 min), 
32% B100% B (in 0,01 min), 
100% B100% B (in 
2,99 min), 100% B0% B (in 
0,01 min), 0% B0% B (in 
1,99 min) 
2 Agilent 
ZORBAX 
Eclipse 
XDB-C18  
150x4,6mm, 
5 µm 
A: ddH2O + 0,1 % FA 
B: ACN 
0,5 mL∙min-1 
5% B25% B (in 10 min), 
25% B100% B (in 2 min), 
100% B100% B (in 5 min), 
100% B5% B (in 1 min), 
5% B5% B (in 3 min) 
3 Agilent 
Poroshell 
120 C18 
3,0x50mm, 
2,7 µm 
A: ddH2O + 0,1 % FA 
B: MeOH 
0,5 mL∙min-1 
2% B10% B (in 20 min), 
10% B100% B (in 25 min), 
100% B100% B (in 1 min), 
100% B2% B (in 0,5 min), 
2% B2% B (in 4,5 min) 
4 Agilent 
Poroshell 
120 C18 
3,0x50mm, 
2,7 µm 
A: ddH2O + 0,1 % FA 
B: MeOH 
0,5 mL∙min-1 
8% B15% B (in 8 min), 
15% B20% B (in 3 min), 
20% B20% B (in 7 min), 
20% B100% B (in 2 min), 
100% B100% B (in 2 min), 
100% B8% B (in 1 min), 
8% B8% B (in 2 min) 
 
 
172 
 
5 Agilent 
Poroshell 
120 C18 
3,0x50mm, 
2,7 µm 
A: ddH2O + 0,1 % FA 
B: MeOH 
0,5 mL∙min-1 
15% B15% B (in 8 min), 
15% B40% B (in 3 min), 
40% B40% B (in 4 min), 
40% B100% B (in 0,5 min), 
100% B100% B (in 4,5 min), 
100% B15% B (in 0,5 min), 
15% B15% B (in 4,5 min) 
6 Agilent 
Poroshell 
120 C18 
3,0x50mm, 
2,7 µm 
A: ddH2O + 0,1 % FA 
B: MeOH 
0,5 mL∙min-1 
8% B15% B (in 6 min), 
15% B20% B (in 5 min), 
20% B20% B (in 8 min), 
20% B65% B (in 1 min), 
65% B100% B (in 2 min), 
100% B100% B (in 1 min), 
100% B8% B (in 1 min), 
8% B8% B (in 3 min) 
7 Supelcosil 
LC-C18  
4,6x150mm, 
3,0 µm 
A: ddH2O + 0,1 % FA 
B: MeOH 
1 mL∙min-1 
3% B20% B (in 8 min), 
20% B35% B (in 3 min), 
35% B40% B (in 12 min), 
40% B65% B (in 7 min), 
65% B100% B (in 1 min), 
100% B100% B (in 5 min), 
100% B3% B (in 0,5 min), 
3% B3% B (in 5,5 min) 
8 Agilent 
Poroshell 
120 C18 
3,0x50mm, 
2,7 µm 
A: ddH2O + 0,1 % FA 
B: MeOH 
0,5 mL∙min-1 
2% B10% B (in 8 min), 
10% B20% B (in 3 min), 
20% B20% B (in 7 min), 
20% B100% B (in 2 min), 
100% B100% B (in 2 min), 
100% B2% B (in 1 min), 
2% B2% B (in 2 min) 
9 Agilent 
Poroshell 
120 C18 
3,0x50mm, 
2,7 µm 
A: ddH2O + 0,1 % FA 
B: MeOH 
0,5 mL∙min-1 
8% B15% B (in 8 min), 
15% B20% B (in 3 min), 
20% B20% B (in 7 min), 
20% B100% B (in 2 min), 
100% B100% B (in 2 min), 
100% B8% B (in 1 min), 
8% B8% B (in 2 min) 
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10 Agilent 
Poroshell 
120 C18 
3,0x50mm, 
2,7 µm 
A: ddH2O + 0,1 % FA 
B: MeOH 
0,5 mL∙min-1 
2% B15% B (in 8 min), 
15% B20% B (in 3 min), 
20% B100% B (in 2 min), 
100% B100% B (in 4 min), 
100% B2% B (in 1 min), 
2% B2% B (in 8 min) 
11 Supelcosil 
LC-C18  
4,6x150mm, 
3,0 µm 
A: ddH2O + 0,1 % FA 
B: MeOH 
1 mL∙min-1 
3% B20% B (in 8 min), 
20% B35% B (in 3 min), 
35% B46% B (in 9 min), 
46% B100% B (in 0,5 min), 
100% B100% B (in 4,5 min), 
100% B3% B (in 1 min), 
3% B3% B (in 4 min) 
12 Agilent 
Poroshell 
120 C18 
3,0x50mm, 
2,7 µm 
A: ddH2O + 0,1 % FA 
B: MeOH 
0,5 mL∙min-1 
0% B2% B (in 8 min), 
2% B80% B (in 1 min), 
80% B100% B (in 0,5 min), 
100% B100% B (in 3,5 min), 
100% B0% B (in 0,5 min), 
0% B0% B (in 2,5 min) 
13 Agilent 
Poroshell 
120 C18 
3,0x50mm, 
2,7 µm 
A: ddH2O + 0,1 % FA 
B: MeOH 
0,5 mL∙min-1 
8% B8% B (in 8 min), 
8% B20% B (in 3 min), 
20% B20% B (in 7 min), 
20% B100% B (in 2 min), 
100% B100% B (in 2 min), 
100% B8% B (in 1 min), 
8% B8% B (in 3 min) 
14 Agilent 
Poroshell 
120 C18 
3,0x50mm, 
2,7 µm 
A: ddH2O + 0,1 % FA 
B: MeOH 
0,5 mL∙min-1 
2% B15% B (in 8 min), 
15% B20% B (in 3 min), 
20% B40% B (in 7 min), 
40% B100% B (in 2 min), 
100% B100% B (in 2 min), 
100% B2% B (in 1 min), 
2% B2% B (in 3 min) 
15 Agilent 
Poroshell 
120 C18 
3,0x50mm, 
2,7 µm 
A: ddH2O + 0,1 % FA 
B: MeOH 
0,5 mL∙min-1 
15% B15% B (in 7 min), 
15% B50% B (in 3 min), 
50% B50% B (in 6 min), 
40% B75% B (in 4 min), 
75% B100% B (in 1 min), 
100% B100% B (in 2 min), 
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100% B15% B (in 0,5 min), 
15% B15% B (in 2,5 min) 
16 Agilent 
ZORBAX 
Eclipse 
XDB-C18 
4,6x150mm, 
5 µm 
A: 20 mM 
Ammoniumacetat pH 4,5 
B: ACN 
1 mL∙min-1 
3% B19% B (in 5 min), 
19% B40% B (in 5 min), 
40% B95% B (in 1 min), 
95% B95% B (in 2 min), 
95% B3% B (in 0,1 min), 
3% B3% B (in 2,9 min) 
17 Agilent 
ZORBAX 
Eclipse 
XDB-C18 
4,6x150mm, 
5 µm 
A: ddH2O + 0,1 % FA 
B: MeOH 
1 mL∙min-1 
7% B7% B (in 3 min), 
7% B30% B (in 1 min), 
30% B60% B (in 11 min), 
60% B100% B (in 1 min), 
100% B100% B (in 2 min), 
100% B7% B (in 0,5 min), 
7% B7% B (in 3,5 min) 
18 Agilent 
ZORBAX 
Eclipse 
XDB-C18 
4,6x150mm, 
5 µm 
A: ddH2O + 0,1 % FA 
B: MeOH 
1 mL∙min-1 
7% B7% B (in 3 min), 
7% B30% B (in 1 min), 
30% B60% B (in 11 min), 
60% B100% B (in 3 min), 
100% B100% B (in 2 min), 
100% B7% B (in 0,5 min), 
7% B7% B (in 3,5 min) 
19 Agilent 
ZORBAX 
Eclipse 
XDB-C18 
4,6x150mm, 
5 µm 
A: ddH2O + 0,1 % FA 
B: MeOH 
1 mL∙min-1 
35% B75% B (in 15 min), 
75% B100% B (in 1 min), 
100% B100% B (in 1 min), 
100% B35% B (in 1 min), 
35% B35% B (in 2 min) 
20 Agilent 
Poroshell 
120 C18 
3,0x50mm, 
2,7 µm 
A: ddH2O + 0,1 % FA 
B: MeOH 
0,5 mL∙min-1 
8% B10% B (in 6 min), 
10% B30% B (in 2 min), 
30% B65% B (in 10 min), 
65% B65% B (in 4 min), 
65% B100% B (in 2 min), 
100% B8% B (in 2 min), 
8% B8% B (in 2 min) 
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6.4.2 Semipräparative HPLC 
Tabelle 40: Säulen, Laufmittel und Methoden für die Reinigung der Methionin-Analoga mittels 
semipräparativer HPLC. 
Nr. Säule Dimensionen Laufmittel Methode 
1 Trentec 
Reprosil® 
100-5 C18 
250x20 mm, 
5 µm 
A: ddH2O + 
0,1 % FA 
B: ACN 
4 mL∙min-1 
5% B35% B (in 25 min), 
35% B100% B (in 0,01 min), 
100% B100% B (in 0,99 min), 
100% B5% B (in 0,01 min), 
5% B5% B (in 1,99 min) 
2 Supelco 
Discovery 
C18  
100x21,2 mm, 
5 µm 
A: ddH2O + 
0,1 % FA 
B: ACN 
4 mL∙min-1 
4% B4% B (in 25 min), 
4% B100% B (in 1 min), 
100% B100% B (in 4 min), 
100% B4% B (in 1 min), 
4% B4% B (in 3 min) 
3 TOSOH TSK-
gel ODS-
8OTS  
300x21,5 mm, 
10 µm 
A: ddH2O + 
0,1 % FA 
B: ACN 
4 mL∙min-1 
2% B50% B (in 33 min), 
50% B100% B (in 1 min), 
100% B100% B (in 6 min), 
100% B2% B (in 1 min), 
2% B2% B (in 9 min) 
4 Trentec 
Reprosil® 
100-5 C18 
250x20 mm, 
5 µm 
A: ddH2O + 
0,1 % FA 
B: ACN 
4 mL∙min-1 
20% B20% B (in 10 min), 
20% B35% B (in 5 min), 
35% B100% B (in 0,1 min), 
100% B100% B (in 2,9 min), 
100% B20% B (in 0,1 min), 
20% B20% B (in 9,9 min) 
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